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Die Aktivitát des Natriums im Blutserum. 


Von 
L. Michaelis und S. Kawai. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universität 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der Frage nach der thermodynamischen Aktivität des Natriuma 
in Blutserum handelt es sich für den Biochemiker nicht um die Be- 
stimmung der absoluten Größe derselben, sondern um die Frage, wie 
groB die Konzentration einer rein wässerigen NaCl-Lósung sein muß, 
damit sie die gleiche Na-Ionenaktivität wie das Blutserum habe. Die 
Frage ist im großen und ganzen dieselbe wie die in früherer Zeit wieder- 
holt aufgeworfene Frage, welcher Anteil des Na im Blutserum von 
den EiweiBkórpern desselben mit Beschlag belegt wird, jedoch ist 
die neue Formulierung der Frage noch präziser. Der Einfluß des 
Eiweißes auf die Aktivität der Na-Ionen könnte in zweierlei Weise 
erfolgen, erstens dadurch, daß das Eiweiß ein teilweise undissoziiertes 
Natriumsalz bilden könnte, zweitens dadurch, daß die Aktivität der 
Na-lonen durch die bloße Anwesenheit von Eiweißionen geändert 
wird, denn die Aktivität einer Ionenart hängt von der Menge und 
Art aller gleichzeitig in Lösung befindlichen Ionenarten ab, und die 
fremden lonenarten haben einen um so größeren Einfluß, je größer 
ihre Menge und ihre Wertigkeit ist. Die Aktivität der Na-Ionen kann, 
zum mindesten relativ, mit großer Genauigkeit gemessen werden, 
nachdem Lewis und Kraus!) im Jahre 1910 gezeigt haben, daß ein 
verdünntes Natriumamalgam gegen nicht allzu verdünnte Natrium- 


lösungen ein ausgezeichnet reproduzierbares Potential zeigt. Die 


1) G. N. Lewis und Ch. A. Kraus, Journ. Amer. chem. Soc. 82, 


, 1859, 1910. 
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von uns gestellte Frage läuft danach einfach darauf hinaus, diejenige 
Konzent.ation einer reinen wässerigen NaCl-Lósung zu ermitteln, 
welche gegen eine Natriumamalgamelektrode von gegebenem 
Natriumgehalt dasselbe Potential hat wie Blutserum, und den 
analytisch ermittelten Natriumgehalt des Blutserums mit der NaCl. 
Lösung von gleichem Potential zu vergleichen. 
Die Natriumamalgamelektrode ist ausführlich 
von Lewis und Kraus beschrieben worden. Wir 
beschreiben die Methode in der Form, wie sie uns 
für den vorliegenden Zweck geeignet erschien. 

Das reinste käufliche Quecksilber wurde mit 
€ einer etwa lproz. Lösung von Merkuronitrat mit 
einigen Tropfen Salpetersäure geschüttelt, 200 ccm 
Quecksilber mit dem gleichen Volumen dieser 
Lösung. Nach 3 Stunden wird die Flüssigkeit ab- 
gegossen, mit Wasser nachgewaschen und die Prozedur 
mit erneuerter Lösung wiederholt, das Quecksilber 
mit destilliertem Wasser gründlich nachgewaschen 
und schließlich mit Bäuschen von Filtrierpapier 
getrocknet und darauf im Vakuum destilliert. Von 
diesem Quecksilber wird eine Menge von etwa 
200 ccm in die in Abb. 1 dargestellte Amalgamierungs- 
flasche eingefüllt. Nun werden aus metallischem 
Natrium (Kahlbaum) unter Petroleum mit einem 
Korkbohrer einige Stücke ausgebohrt, etwa 3 bis 5 g 
im ganzen, und schnell in den Seitenast A hinein- 
gesteckt. Dann wird die Luft in der Flasche durch 
Wasserstoffgas ersetzt, dieser wieder evakuiert und 
die Öffnung des Seitenastes A zugeschmolzen, so- 
dann der Seitenast erhitzt, so daß das Natrium 
schmilzt und in das Quecksilber läuft durch die 
Kapillare K. Nun wird diese Kapillare zugeschmolzen 
und das Amalgam gut umgeschüttelt. Die Amalgam- 
elektrode ist in Abb. 2 dargestellt. Sie besteht aus 
einer Flasche mit zwei Seitenrohren D und E und 

Abb. 2. dem Abfluß F. Die Öffnung D wird mit Hilfe eines 
Gummischlauches mit der Öffnung B des Amalga- 

mierungsgefäßes verbunden. Dann wird durch Ansaugen von Æ das 
Elektrodengefäß evakuiert, jetzt erst das Amalgamierungsgefäß auf 
den Kopf gestellt, der Hahn H, geöffnet und dadurch das Amalgam 
in das Elektrodengefäß befördert. Dann wird H, wieder geschlossen, 
die Mündung D mit einem Wasserstoffentwicklungsapparat verbunden 
und das Vakuum in der Flasche mit H,-Gas gefüllt. Jetzt wird das 


8 


Abb. 1- 





Aktivitát des Na im Blutserum. 3 


Elektrodengefáb mit Hilfe eines Stativs über einem in Abb. 3 dar- 
gestellten Glasgefäß so befestigt, daß das untere, hakenfórmig ge- 
krümmte Ausflußrohr FL des Elektrodengefäßes (Abb. 2) in der in 
Abb. 3 gezeichneten Weise in den einen Schenkel des Glasgefäßes 
hineinhängt. In dieses Gefäß wird die zu untersuchende NaCl-Lösung 
so hoch eingefüllt, daß das hakenförmige Ausflußrohr der Amalgam- 
elektrode untertaucht. Die Ampulle Q dient dazu, um dem abtropfenden 
Quecksilber später als Vorratsgefäß zu dienen. Wir fanden es vorteil- 
haft, das äußerste Ende des hakenförmigen 
Amalgamabflusses ein Spürchen konisch zu 
erweitern, damit das Amalgam beim Abtropfen 
sich nicht zu weit in die Kapillare jedesmal 
zurückziehen kann. 

Der seitliche Stutzen ST dient zur Her- 
stellung der Flüssigkeitsverbindung. Von T 
aus werden einige Kristalle K Cl hineingeworfen, 
welche sich an dem Knick des Rohres an- 
sammeln. In diese hinein wird die Spitze eines 
Glashebers getaucht, welcher mit einer mit KCl gesättigten 3proz. 
Aga-gallerte gefüllt ist. Das andere Ende dieses Hebers taucht in 
eine gesättigte KCl-Lósung, in welcher andererseits die Mündung 
einer mit RO gesättigten Kalomelelektrode eingetaucht ist. Die ganze 
Vorrichtung befindet sich in einem Luftthermostaten von Zimmer- 
temperatur. Alle Versuche wurden bei einer Temperatur von 18 bis 20° 
ausgeführt, die Versuche jeder zusammengehörigen Reihe stets bei 
einer und derselben Temperatur innerhalb + 0,2°. 

Die Messung des Potentials geschah mit dem Kompensations- 
verfahren mit zwei Rheostatenkästen von je 1110 Ohm. Zwischen 
diesen beiden war noch ein Konstantandraht mit einem Gleitkontakt 
von insgesamt genau l Ohm zwischengeschaltet, über einer Skala, 
welche die Länge dieses Drahtes in zehn gleiche Teile teilte. Da die 
zu messenden Potentiale mehr als 2 Volt betragen, mußte als Strom- 
quelle ein Satz von zwei Bleiakkumulatoren genommen werden. Durch 
einen Vorschaltwiderstand wurde der Potentialabfall über die Rheo- 
staten und den Meßdraht so eingerichtet, daß jedes umgestöpselte Ohm 
2 Millivolt bedeutete. Als Nullinstrument wurde sowohl ein empfind- 
. liches Spiegelgalvanometer von Siemens und Halske, wie ein Kapillar- 
elektrometer benutzt. Das letztere erwies sich als durchaus genügend 
empfindlich. Das Potential stellt sich augenblicklich ein und ist inner- 
halb einiger Zehntel Millivolt konstant und reproduzierbar. Es hängt 
‚ natürlich von dem Natriumgehalt des Amalgams ab, bleibt aber bei 
' einer Amelgamprobe auch bei längerem Aufbewahren konstant. Als 
günstigste Konzentration des Amalgams möchten wir einen Gehalt 
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von 0,2 bis 0,05 Gew.-Proz. Na bezeichnen. Ein sicheres und repro- 
duzierbares Potential besteht nur so lange, als an der Oberfläche des 
Amalgamtropfens keine H,-Entwicklung stattfindet. Sobald eine 
solche sichtbar wird, verändert sich das Potential sprunghaft und 
flattert, stellt sich aber wieder her, wenn man durch Abtropfen eine 
frische Oberfläche erzeugt. Die Entwicklung der Gasbläschen beginnt 
immer von einem umschriebenen Punkte des Tropfens aus und ist 
nach Lewis und Kraus staubartigen Verunreinigungen zuzuschreiben, 
welche als Katalysatoren wirken. Bei manchen Amalgamproben war 
es nicht möglich Oberflächen zu erhalten, an denen sich keine H,-Blasen 
entwickelten. In diesem Falle stellte sich ein bestimmtes Potential 
überhaupt nicht ein, das Amalgam mußte verworfen werden. 


Tabelle I. 


Die Potentialdifferenz von Kochsalzlösungen gegen Natriumamalgam, 
abgeleitet zur gesáttigten Kalomelelektrode. 








Konzentration der | Potentialdifferenz 
Kochsalzlósung R = Millivolt _ ur 

05n | 2115,2 
0,2n ! 2137,5 
er 4 03 Amalgam mit 

Gi 179, 0,076 Proz. Na 
0,03n 2181,2 i ` 
0,01n 2202,3 
0,005n 2212,4 

Tabelle II. 


Die Potentialdiffererz von Natriumacetatlósung. 


oo der Potentialdifferenz 
Na.Acetatlósung | Millivolt 





0,5n 2102,8 
0,1n 2138,6 
0,05n 2155,2 
0,01n 2187 4 
0,005n 2200,2 
Tabelle III. 


Die Potentialdiffererz von Kochsalzlösurg + KC!. 








Potentialdifferenz 











Lösung 
ENDE Millivolt 
020 Na]. 0. eu. 2095,0 
0,002n KCI. 2095,0 
0005n „ ... 2095 2 
2094 6 


0.01 as 
an: 0.05n nn... 20946 
Oln , 2094,6 
02n š 2094 4 


Aktivitát des Na im Blutserum. p 


Die Abhängigkeit des Potentials der Natriumamalgamelektrode 
nach Lewis und Kraus von der Natriumkonzentration der Lösung ist 
von Allman und Polack!) an Ketten ohne Flüssigkeitsverbindung 
geprüft worden, welche die Zusammensetzung hatten: Amalgam, 
NaCl-Lösung, HgCl, Hg. Aus dem für verschiedene NaCl-Konzen- 
trationen gemessenen Potentia] berechnen Lewis und Randall?) Akti- 
vitätskoeffizienten für NaCl, welche vorzüglich übereinstimmen mit 
den aus Gefrierpunktsdaten erhaltenen. In Anbetracht der von uns 
gestellten Aufgabe gehen wir auf die absoluten Werte dieser Koeffizienten 
nicht ein. Nur zur Orientierung überzeugten wir uns in mehreren 
Reihen von Vorversuchen, daß auch bei unserer Anordnung, einer 
Kette mit Flüssigkeitsverbindung, das Potential in einer Weise von der 
NaCl-Konzentration abhängig war, welche in erster Annäherung nach 
Nernst dem Logarithmus dieser Konzentration proportional ist. Auch 
wir konnten uns überzeugen, daß abwärts von 0,02 n NaCl-Konzen- 
tration, wo dieses Gesetz gerade am besten zutreffen sollte, es in Wirk- 
lichkeit am schlechtesten bestätigt wird, und wir dürfen annehmen, 
daß in sehr verdünnten NaCl-Lösungen die Amalgamelektrode nicht 
mehr im Sinne der einfachen Theorie funktioniert, sondern eine Misch- 
elektrode für H, + Na darstellt. Aber wie dem sei, bis mindestens 
herunter zu 0,03 mol. NaCl-Lösungen ist das Potential sicher reprodu- 
zierbar, wie nur bei den allersichersten Metallelektroden überhaupt, 
und jeder NaCl-Konzentration entspricht für ein Amalgam von ge- 
gebenem Natriumgehalt ein Potential, welches auf etwa 0,2 Millivolt 
reproduzierbar ist (Tabelle I). Eine ähnliche Versuchsreihe mit 
Natriumacetat ist in Tabelle II wiedergegeben. 

Ferner prüften wir, ob die Gegenwart geringer Mengen von KCI, 
wie sie im Serum vorhanden sind, das Potential der Natriumamalgam- 
elektrode verändert. Die Versuche sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt und zeigen, daß für solche Kaliummengen, wie sie im Serum 
vorkommen, praktisch eine Änderung nicht eintritt. Selbst bei gleichen 
Mengen von NaCl und KCI ist nur ein Unterschied von 0,6 Millivolt, 
und dieser beruht offenbar nicht auf einer Störung der Elektrode, 
d. h. nicht auf einem Austausch von Na gegen K im Amalg ım, sondern 
darauf, daß die Aktivität der Na-Ionen bei reichlicher Gegenwart 
von K-Ionen ein wenig geändert wird. Dieses Resultat stimmt nicht 
überein mit einer Angabe von W. E. Ringer?), nach welcher die 
Gegenwart von K das Potential der Na-Amalgamelektrode wesentlich 
indern soll. 


1) Allman und Polack, Journ. Amer. chem. Soc. 115, 1020, 1919. 
2) G. N. Lewis und M. Randall, Thermodynamies. New York 1923. 
3) W. E. Ringer, Zeitschr. f. physiolog. Chemie 180, 270, 1922. 
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Ferner überzeugten wir uns, daß die Gegenwart von ein wenig 
CaCl, das Potential der Natriumelektrode nicht ändert. Eine Lösung 
von 0,2 mol. NaCl zeigte gegen die Natriumamalgamelektrode das 
gleiche Potential wie eine ebensolche Lösung, welche noch dazu 
0,002 Mole CaCl, pro Liter enthielt. 

Die eigentlichen Versuche wurden in folgender Weise ausgeführt. 
Mit einem und demselben Amalgam wurde zunächst eine Eichungs- 
kurve mit reinen NaCl-Lösungen in den Konzentrationen 0,1, 0,15, 
0,2 mol. angelegt. Dann wurde das Potential von frischem Pferdeserum 
gemessen. Sodann wurde eine Natriumbestimmung mit einer Probe 
desselben Serums nach der Methode von Kramer und Gittleman!) 
ausgeführt, mit Pyroantimonat und jodometrischer Titration. Diese 
ganze Versuchsserie wurde von Anfang an dreimal ausgeführt. Das 
Amalgam war für alle Serien das gleiche und hatte einen Gehalt von 
0,076 Proz. Na. Die Einzelresultate der drei Serien (Tabelle IV) stimmen 


Tabelle IV. 
RE mit 0,076 Proz. Na. 





Versuch 1 
u Millivolt _ 





_ Versuch 2 | Versuch 3 | Mittel 
EIERN _Millivolt Millivolt_| Millivolt_ 
0,1mol. NaCl 
0,15mol. NaCl 
0,2mol. NaCl 

















21114 | 21120 | 21118 | 21114 
21048 | 21052 | 21050 | 2105,0 
20986 | 20988 | 20990 | 20988 











Pferdserum ..... o... . | 2101,6 | 2101,0 | 2102,6 E 21017 

2ccm Serum verbrauchen ...ccm N Mas ër 798 WS 
n/100 Thiosulfatlósung | 7.00 7.30 

Daraus berechnete Molaritát an Na | 0,173 0,178 o, 175 0,1 


? 


so gut überein, daß wir aus ihnen eine Tabelle für die Mittelwerte 
anlegen können. Durch Interpolation der Eichungskurve ergibt sich, 
daß das Potential des Serums gleich ist dem einer 0,180 n NaCl-Lösung, 
während die chemische Analyse des Serums einen Gehalt gleich 0,175 n 
ergab. Diese beiden Zahlen stimmen innerhalb der Versuchsfehler 
überein. Es ergibt sich also, daß die Aktivität des Natriums im Serum 
dieselbe ist wie die einer NaCl-Lösung von gleicher Natriumkonzen- 
tration. Angenommen, das Eiweiß bilde mit Natrium ein unvollständig 
dissozjiertes Salz, so müßte sich das in einer Verminderung der Natrium- 
aktivität äußern. Angenommen, die Eiweifionen beeinfluften die 
Aktivität der freien Natriumionen, so könnte das ebenfalls nur 
in einer Verminderung der Aktivität der Natriumionen bestehen. 


1) B. Kramer und J. Gittleman, Journ. biol. Chemistry 62, 353, 1924. 
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Beide Einflüsse würden dieselbe Richtung haben und könnten sich 
nicht kompensieren. Die Potentialmessung zeigt, daß keiner von 
beiden Einflüssen einen meßbaren Umfang hat. 


2005 





[Na] —> 020 0, , 00 
0,7 08 ` log [Na —* 18 
Abb. A 

Abszisse: Konzentration des Na; obere Zahlenreihe numerisch, untere 
Zahlenreihe logarithmisch. Ordinate: Potential in Millivolt. + NaCl» 
Lösungen; € Blutserum. A zeigt das Potential, welches gefunden werden 
müßte, wenn die Aktivität des Na im Serum um 10 Proz. kleiner wire 
als in reiner NaCl.Lósung von gleicher Konzentration. Dieser Punkt ist 
weit außerhalb der Fehlergrenzen verschieden von dem beobachteten Punkt. 


Es war uns bis zum Abschluß dieser Arbeit entgargen, daß schon 
Neuhausen!) mit derselben Methode das Problem des Zustandes des Na 
im Blut bearbeitet hat. Seine praktischen Resultate sind fast dieselben 
wie unsere, seine theoretische Behandlung weicht ein wenig von der 
unserigen ab. 





1) B.S. Neuhausen, Journ. Am. Chem. Soc. 44, 1445. 


Ein neuer Ausdruck für die aktuelle Reaktion der Lösungen. 


Von 


Domingo Giribaldo. 


(Aus dem chemischen Institut der medizinischen Fakultät der Universität 
Montevideo, $. A.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1925.) 


Die Säurefunktion charakterisiert sich nach den modernen Be- 
- griffen durch die Anwesenheit der Wasserstoffionen, die basische durch 
das Vorhandensein der Hydroxylionen. Die Neutralität, die das Fehlen 
von Säure und Alkali bedeutet, charakterisiert sich nicht, im Gegen- 
satz dazu, was man auf den ersten Blick meinen könnte, durch das 
Fehlen der genannten Ionen, sondern durch die Koexistenz der beiden 
Ionenarten im gleichen Maße. 

Die Kenntnis des Augenblicks, in dem sich die saure und basische 
Reaktion gegenseitig aufheben, und des Punktes, an dem eine Lösung 
beginnt sauer oder basisch zu sein, ist von großer Wichtigkeit, sind 
es doch die H`- und OH’-Ionen, die die Konzentration vermehren. Die 
isolierte Bestimmung der Konzentration der H -Ionen betrifft nicht 
die wirkliche aktuelle Reaktion einer Lösung, sondern nur einen Be- 
standteil derselben. Um die wirkliche aktuelle Reaktion zum Ausdruck 
zu bringen, ist es notwendig, die Relation zu bestimmen, die zwischen 
der Konzentration der beiden Ionen des Wassers besteht. 

Wenn man dem Vorausstehenden zustimmt, so muß man unter 
der aktuellen Reaktion die Relation zwischen der Konzentration der 
beiden im freien Zustande koexistierenden Ionen des Wassers verstehen. 

Falls man in diesem Verhältnis immer als den Zähler die Konzen- 
tration der H-Ionenzahl versteht, wenn also der Quotient, der größer 
als 1 ist, die saure Reaktion bedeutet, so wird die aktuelle Reaktion 
desto größer sein, je größer der numerische Wert des Quotienten ist. 
Bedeutet der Quotient, der kleiner als 1 ist, die alkalische Reaktion. 
so ist die Alkalinität desto größer, je größer der numerische Wert des 
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Quotienten. Jeder Quotient, der gleich 1 ist, bedeutet die neutrale 
Reaktion. 


Die Nachteile der Bestimmung nach Sórensen. 


Die Nachteile der Bestimmung nach Sörensen liegen einerseits im 
logarithmischen Ausdruck, andererseits sind sie die Konsequenz des 
Konventionellen in ihr. 

Mit den speziellen Nachteilen des logarithmischen Ausdrucks 
wollen wir uns nicht beschäftigen, weil sie von geringer Wichtigkeit 
sind und durch Vorteile aufgewogen werden. 

Die Nachteile, die im Konventionellen der Methode liegen, sind 
folgende: 

l. Die Tatsache, daß die Vermehrung der py verbunden ist mit 
Verminderung der Acidität, was daraus folgt, daß pg den Logarithmus 
vom umgekehrten Werte der Konzentration der H-Ionen bildet. Wie 
bekannt, hat Sörensen dies zur Vermeidung der negativen Zeichen 
der pg eingeführt. Lösungen jedoch von der Konzentration der H-Ionen, 
die größer ist als 1, müssen durch ein negatives pg ausgedrückt werden. 

2. Sie liefert keinen klaren und bestimmten Begriff von der 
aktuellen Reaktion. Dies folgt daraus, weil Sörensen nur die H-Ionen 
ausdrückt, was nicht direkt die Reaktion anzeigen kann. Der Wert 
der Ge kann z. B. von — 1 auf +15 steigen, ohne daß etwas anzeigt, 
welches die Werte sind, die einer sauren, alkalischen oder neutralen 
Lösung entsprechen. Um zu wissen, was von diesem Begriff zu halten 
ist, ist es notwendig, gegenwärtig zu haben, welcher Wert dem py der 
Neutralität entspricht, was mit der Temperatur zusammenhängt. 
Nur dann können wir z. B. wissen, daß bei 18%, pg gleich kleiner als 
1,07, die Reaktion sauer ist, falls bei saurer Reaktion und 37% das py 
kleiner ist als 6,75. 

Um auf die Vorteile unseres neueren Ausdrucks hinweisen zu können, 
müssen wir einige andere Nachteile von Sörensen erwähnen. 


Ein neuer rationeller Ausdruck. 

Die wirkliche aktuelle Reaktion muß, wie oben gesagt, durch 
das Verhältnis der Konzentration von H- und OH’-Ionen ausgedrückt 
werden. Diese Relation nennen wir r. 

—— H 
(0H) 

Auch hier ist es nútzlich, sich der Logarithmen der numerischen 

: Werte zu bedienen, um deren Vorteile zu behalten und zahlreiche 
Ziffern zu vermeiden. Kurz drückt sich die Reaktion durch lr aus, 
` das ist Logarithmus der Relation (r). 


ke 


10 D. Giribaldo: 


Diese Reaktion kann leicht mit der Konzentration der H-lonen, 
der Dissoziationskonstante des Wassers, in Zusammenhang gebracht 
werden: 


(H) 
(OH’) 
log (OH’) = log Kw — log OH" 
lr = log H — log Ku. 





log Kw = log | | — log (H) — log (OH) 


Der lr kann positiv, O oder negativ sein, + bei saurer, — bei 
alkalischer, 0 bei neutraler Reaktion. | 

Das Vorzeichen zeigt also die Reaktion an. Der absolute Wert 
von lr ist direkt proportional der Intensität der Reaktion. 

In der Tabelle I finden sich die Werte der Lösungen von 10n 
sauer bis 10n alkalisch, deren H-Konzentrationen sind, wie oben 
gesagt, ausgedrückt. 

Um aus den ausgedrückten Werten den arithmetischen Wert 
der Konzentration zu erhalten, wird wie folgt vorgegangen. 

Es werden die Logarithmen der H-Ionenkonzentration und der 
Konstante Kw gesucht. 

log (H) = Ir + log Kw 
2 
Dann wird der Numerus gefunden. 


Dieser Ausdruck hat mehrere Vorteile vor Sörensen: 

Er ist rationeller, weil nicht konventionell, und kann doch all- 
gemein angewendet werden. Die Vorzeichen der Reaktion sind die- 
selben wie die elektrische Ladung der betreffenden Ionen. Es bildet 
ein quantitatives Maß für die Intensität der Reaktion der Lösung. 

Ebenso wie bei der Methode von Sórensen können bei unserer 
Methode die Variationen der H-Ionenkonzentration ausgedrückt werden. 
Dabei spricht zu ihren Gunsten, daß die kleinen Werte um die Neutra- 
lität herum und der Übergang von Acidität zur Alkaleszenz und vice- 
versa durch die Vorzeichen zum Ausdruck kommen kann. Das ist 
wichtig für die Biologie und die anderen angewandten Wissenschaften. 

Das Blut hat z. B. eine schwach alkalische Reaktion, die in der 
Acidosis und anderen pathologischen Zuständen sauer werden kann. 
Zur besseren Erkennung des Vorteils der neueren Methode diene 
folgendes Beispiel des Übergehens der Reaktion der Normalen in die 
des Coma diabeticum: 














—_ 
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Die Reaktion ist hier gut charakterisiert sowohl durch das Vor- 
zeichen, wie die Änderung der Werte von lr. Bei der Methode von 
Sórensen zeigt im Gegenteil nichts an, daß eine so wichtige Änderung 
vor sich gegangen ist: Die Variation von Py ist nicht größer als in 
anderen Gebieten der Aciditát und Alkaleszenz. 

Bei der graphischen Darstellung kommt in einem Koordinaten- 
system der Vorteil unserer Methode ebenso zur Geltung. 

Beim Übergang von Acidität zur Alkaleszenz zeigt sich bei 
Sörensen, wenn py in den Ordinaten, die Variation in der Abszisse 
ausgedrückt wird, eine kontinuierlich aufsteigende Kurve, ohne daß 
ein Punkt den besonders wichtigen Moment der Neutralität anzeigen 
würde. 

Es kann sich der Moment zeigen, wo die Kurve die Abszissenachse 
beim Erreichen der Normalität durch die Lösung trifft. 

Aber dies ist wenig wichtig, weil es keine besondere Bezeichnung 
besitzt. 

Bei unserer Methode verhält sich die Sache anders. Wenn die lr 
in die Ordinaten, die Veränderungen in die Abszissen eingezeichnet 
werden, so steigt die Kurve der Reaktion vom Maximum ab, die Acidität 
zum Maximum der Alkaleszenz herunter. Der Moment des Durch- 
schneidens der Abszissenachse ist die Neutralität. Der Teil der Kurve 
über der Achse gehört der Acidität, unter der Achse der Alkaleszenz. 
Aus dieser Eigentümlichkeit unserer Methode folgen wichtige Vorteile 
besonders für das Studium der Phänomene um die Neutralität herum. 

Die neue Methode läßt eine Modalität der Reaktionsänderung er- 
kennen, die sich nicht erkennen läßt nach dem Vorgehen von Friedenthal 
oder von Sörensen. 

Aus dem Gleichgewicht der H- und OH-Ionen des Wassers folgt, 
daß die Änderungen der aktuellen Reaktion einer Lösung proportional 
sind dem Quadrat der Änderung der Konzentration jeder Ionenart. 

Diese Eigenschaft äußert sich bei unserem Ausdruck dadurch, 
daß jede Änderung von einer logarithmischen Einheit in der Konzen- 
tration der H-Ionen eine Änderung von zwei Einheiten in dem Werte 
der lr hervorruft. Folglich werden Variationen der aktuellen Reaktion 
durch Ziffern von doppeltem Werte ausgedrückt, als bei Sörensen, 
was einen neuen Vorteil bildet. 

Endlich erhalten die Begriffe der aktuellen und potentiellen 
Reaktion und der Normalität einen quantitativen, klaren und be- 
stimmten Ausdruck — im Gegensatz zu der Methode von Sórensen. 
Die Tabelle II bringt das zur Evidenz. Die Relation zwischen der 
aktuellen Reaktion und der Normalität drückt den Grad der Aktivität 
des betreffenden Ions aus. Die Vervollständigung zu 1 des besagten 
Quotienten drückt den Grad der Potentialität desselben Ions aus. 
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Tabelle I. 
Vergleich der Ausdrücke. 
KWa = 1 . 10-14 
H] | [OH] | Pu | Ir | mi | [OH] | 
101 10-15 | —ı +16 | 10-8 10-6 ih 
100 10-14 0 + 14 10-9 10-5 9 — A 
10-1 10-73 1 + 12 10-10 1074 10 — 6 
10-2 10-12 2 + 10 10-11 10-3 11 — 8 
10-3 10-11 3 + 8 10-12 10-2 12 — 10 
10-4 | 10-10 4 + 6 10-13 | 10-1 13 — 12 
10-5 | 10-9 5 + 4 10-14 | 10° 14 — 14 
1076 1078 6 + 2 10-15 101 15 — 16 
10-7 10-7 7 + 0 | 
Tabelle II. 
Aktuelle | Potentielle Grad der 
Normalität Azidität Azidität Normalität | Aktualität 





2222 
Be 


E 


Saure Lósungen. 





CIH 
100 0,10 oa + 0,20 
10-2 | 107 F 1200 + 0.14 
10-2 202 | -+10,10 +0,04 
10-3 | 301 | + 812| +0,02 
CH,COOH 
10-3 | 236 | + 941 | + 4,73 
10-3 287 | + 840 | +3,74 
10-3 | 337 | + 740 | +2,74 
10-3 3,87 | + 640 | +1,74 
Alkalische Lösungen. 
NaOH 
10-14 | 1405 | — 13,96 | — 0,18 
10-13 | 1307 | —1200 | —0,14 
10-12 | 12,12 | — 10,10  — 0,04 
10-11 | 1113 | — 812| —002 ' 
NH, 
10-18 | IT | 440" Dk 
TA 1197 Esa 840 | —3,74 
10-10 | 10,77 | — 740 | — 2,74 
10-10 | AI 1 174 








S ëmge 


— 10,14 
|— 814 





Ir(a)/Ir(n) 


0,9873 
0,9885 
0,9961 
0,9976 


0,6648 
0,6919 
0,7297 
0.7862 


Über die diuretische Wirkung einiger Derivate des Theobromins. 
Von 
Hermann Vieth f und Erwin Leube!). 


(Aus der pharmakologischen Abteilung der chemischen Fabriken Knoll A.-G 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1925.) 


lm Jahre 1890 kam nach den eingehenden Studien über die Pharma- 
kologie der Methylxanthine hinsichtlich ihrer diuretischen Wirkung 
durch v. Schröder und Gram das Diuretin zur Einführung, das Doppelsalz 
aus Theobrominnatrium und Natriumsalicylat, das bis auf den heutigen 
Tag die ihm gebührende Stelle in der Reihe der Diuretika behaupten 
konnte. Seit der Anwendung des Theobromins in der Therapie hat 
man sich bemüht, möglichst alle in Betracht kommenden Derivate 
dieses wichtigen Arzneimittels darzustellen und auf diuretische Wirkung 
zu untersuchen. Das gleiche geschah auch mit seinen Isomeren, Theo- 
phyllin und Paraxanthin, welche dem Theobromin in der diuretischen 
Wirkung zwar überlegen, aber von stärkeren Nebenwirkungen begleitet 
sind. In der Praxis konnten also Theobrominpräparate von solchen 
des Theophyllins, welches Theobromin in diuretischer Beziehung 
wesentlich übertrifft, nicht verdrängt werden, da Theobromin bei 
seiner verhältnismäßig geringen Wirkung auf das Zentralnervensystem 
sich durch seine weit bessere Verträglichkeit vor dem Theophyllin 
auszeichnet. Diuretin hat sich außerdem als Gefäßmittel in neuerer 
Zeit mehr und mehr Geltung verschafft, da es als Theobrominpräparat 
von allen Derivaten der Purinreihe die beste Gefäßwirkung entfaltet). 


Im wissenschaftlichen Laboratorium der Firma Knoll A.-G. wurde 
in den letzten Jahren eine Reihe verschiedener Theobrominderivate 





1) Das Versuchsmaterial vorliegender Arbeit stammt zum größten 
Teil von Hermann Vieth urd wurde mir als seinem Mitarbeiter vor seinem 
Tode zur weiteren Bearbeitung überlassen. E. Leube. 

2) Reginald St. Heathcote, Chem. Centralbl. 1921, I, 419. 
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hergestellt und auf ihren therapeutischen Wert geprüft. Die Ergebnisse 
dieser Versuche, die wir nachstehend mitteilen, haben schließlich zur 
Einführung des Calciumdiuretins geführt, da man in neuerer Zeit 
erkannte, daß einerseits Kalk im Wasserhaushalt des Körpers eine 
gewisse Rolle spielt, andererseits die Funktion des vegetativen Nerven- 
systems bei seiner Abhängigkeit von dem Ionengleichgewicht Ca” —Na 
durch Kalkgaben sehr häufig günstig beeinflußt weiden kann. Wir 
glauben auch, mit unseren Versuchen den Nachweis erbracht zu haben, 
daß für das Zustandekommen der günstigen Diuresewirkung durch 
Calciumdiuretin die Salicylsáure- bzw. Calciumkomponenten von 
Einfluß sind. 


Das widerspricht der Annahme v. Schröders und Grams!), daß 
die Salicylsäure im Diuretin nur als Lösungsfaktor zu funktionieren 
habe und keinerlei Einfluß auf Herz und Gefäße besitze. Tatsächlich 
hat jedoch Romberg?) die Diuresewirkung der Salicylsäure schon früh 
erkannt und verwertet. Nebenbei möchten wir bemerken, daß z. B. 
Steiner?) der schweißtreibenden Wirkung der Salicylsäure in der Be- 
kämpfung einer akuten Nephritis einige Bedeutung beilegt, welche 
Ansicht heute wohl nicht mehr allgemein geteilt werden dürfte. 


Ob das Calcium durch Eingabe seiner Salze einen Diureseeffekt 
entwickelt, ist noch eine umstrittene Frage. Porges und Pribram’) 
haben nach Einführung von Calciumchlorid in die Blutbahn Diurese- 
wirkung beobachtet, sofern die Dose nicht so groß ist, daß Calcium 
„infolge seiner allgemeinen Zirkulationswirkung eine Blutdrucksenkung 
bewirkt“. sStarkenstein®) fand nach Applikation von CaCl, zuerst 
Hemmung der Diurese, nachher Ausscheidung des retinierten Wassers. 
Die erfolgreiche Anwendung von CaCl, in der Therapie von Hydrops 
und Nephritis beschreibt Húlse$). Röse?) gibt unter den Kalksalzen 
dem Bicarbonat und Sulfat in diuretischer Hinsicht bei weitem den 
Vorzug gegenüber Calciumlactat oder CaCl,, welch letzteres nach 
seinen Versuchsergebnissen nicht zu den harntreibenden Mitteln ge- 
rechnet werden darf. Wie Lasch!) durch Versuche am kindlichen 
Organismus nachweisen konnte, zeigen CaCl, und Calcium lacticum 
nahezu gleiche anhydropigene Wirkung, doch spricht gegen die An- 
wendung von Calcium in Form von Calcium lacticum in Kombination 


a 


1) Gram, Therap. Monatsh. 1890, S 10. 

2) Romberg, Miinch. med. Wochenschr. 1908, S. 2030. 

3) M. Steiner, Allg. med. Zentral-Ztg. 1897, Nr. 77. 

t) Porges und Pribram, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 69, 30, 1908. 
5) Starkenstein, ebendaselbst 92, 386, 1922. 

6) Hülse, Zentralbl. f. inn. Med. 1920, S. 441. 

1) Röse, Münch. med. Wochenschr. 1917, S. 315. 

8) Lasch, Deutsch. med. Wochenschr. 1921, S. 94. 
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mit Dimethylxanthinen die mangelhafte Resorptionsfähigkeit des 
Calciums bei Verabreichung des letzteren Salzes, die Jansen!) experi- 
mentell festgestellt hat. Auch konnte von ihm?) eine Steigerung des 
Blutkalkspiegels nach peroraler Calciumlactatverabreichung nicht fest- 
gestellt werden, zum Unterschied von Phosphat, Sulfat, Chlorid und 
Bicarbonat. 


Diesen teilweise recht widersprechenden Urteilen über die Diurese- 
wirkung der Calciumsalze bzw. des Calciumions möchten wir die An- 
sicht von Kempmann und Menschel?) gegenüberstellen, welche die 
Wirkungspotenzierung des Kalium- und Calciumions in Kombination 
mit Euphyllin auf ihren spezifischen Ionencharakter zurückführen. 
Nachdem wir heute wissen, daß jede Störung des Mineralstoffwechsels 
gesetzmäßig eine Änderung des Wasserhaushalts, unabhängig von 
den osmotischen Druckverbältnissen (wahrscheinlich infolge Beein- 
flussung der Kolloidquellung), hervorruft, und auch die wasserreti- 
nierende Wirkung des Kochsalzes neuerlich wieder von Starkensteint) 
experimentell dargelegt wurde, dürfte also der Ersatz der Natrium- 
komponente im Diuretin durch Calcium genügend motiviert sein. 


Methodik. 


Unsere Diureseversuche mit Kaninchen haben wir dergestalt aus- 
geführt, daß Tiere mit möglichst gleichem Gewicht (2 bis 3kg) vor dem 
Versuchstage jeweils 3 bis 6 Tage auf Trockenfütterung gesetzt wurden, 
jenach Maßgabe der Zeitdauer, die erforderlich war, um zu einer ungefähren 
Normalharnmenge zu kommen. Diese Trockenfütterung wurde immer 
zur gleichen Tageszeit (morgens) verabreicht und bestand aus 100 g Hafer 
+ 70 bis 100 ccm Wasser. Tiere, die sich nach dieser Methode nicht auf 
eine Normalharnmenge einstellten, wurden ausgeschaltet; die Zeit, während 
der die Versuchstiere im Versuchskäfig gehalten wurden, wurde nicht 
über 2 Wochen ausgedehnt; nach Ablauf dieser Zeit wurden sie in den Stall 
mit Grünfütterung zurückgebracht. Auch wurden Tiere, die während des 
Versuchs Anzeichen von Traurigkeit boten, von weiteren Versuchen aus- 
geschaltet. Alle anderen Fütterungsmethoden, wie sie sonst in der Literatur 
beschrieben sind (Rübenfütterung, Weglassung von Futter), haben sich 
nach unseren Erfahrungen nicht bewährt. Der spontan gelassene Harn 
wurde gewöhnlich um 8 Uhr morgens gemessen; da die Tiere bekannter- 
maen den Harn häufig tageweise zurückhalten, suchten wir dem durch 
Abdrücken des Harns abzuhelfen, sahen aber später hiervon ab und 
trachteten danach, die Tiere so wenig wie möglich zu schädigen, oder un- 
rünstig zu beeinflussen. Unter diesen Umständen glaubten wir in hohem 
Grade von Zufälligkeiten unabhängig zu sein, so daß die Resultate mit- 


1 Jansen, Klin. Wochenschr. 1924, $. 717. 

2) Derselbe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 145, 209, 1924. 

3) Kempmann und Menschel, Klin. Wochenschr. 4, 308, 1925. 
4) Starkenstein, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 104, 6, 1924. 
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einander vergleichbar sind. In analoger Weise wie wir haben Ellinger und 
Meyer!) diuretische Vergleichsversuche mit verschiedenen Substanzen an- 
gestellt und sind dabei zu einem ,,negativen** Resultat gekommen, d.h. zu 
der Anschauung, daß sich einheitliche Wirkungen unter anscheinend 
gleichen Bedingungen nicht erzielen ließen. Wir glauben jedoch auf Grund 
unserer außerordentlich großen ZahPvon Versuchen und deren leidlicher Über. 
einstimmung, wobei wir die einzelnen Substanzen jeweils in verschiedenen 
Dosen verabreichten, den Skeptizismus von Ellinger und Meyer nicht 
teilen zu sollen, und messen der angewandten Methodik zur Vergleichung 
der Diuresewirkung von Purinkörpern am Normaltier genügenden Wert 
bei. Das Verhältnis des Diureseharns zum Normalharn bezeichnen wir 
als den diuretischen Effekt. Wir haben die einzelnen Substanzen selbst 
dann in steigenden Dosen untersucht, wenn sich bei höheren Dosen (0,4 
bis 0,5) bei Nitro-, Carbomethoxy- und Cinnamoyltheobromin eine deutliche 
Niererreizung durch Auftreten von Albuminurie zeigte, da uns die Fest- 
stellung der unteren und oberen Grenzdosen für die Beurteilung der Wirk- 
samkeit eines Diuretikums von besonderer Wichtigkeit zu sein scheint. 


Natürlich sind wir uns bewußt, daß gerade auf dem Gebiete der Diurese 
der Befund des Tierversuches von dem des Versuches am gesunden und 
kranken Menschen bisweilen sehr abweicht, und daß unsere Versuche über | 
die diuretische Wirksamkeit einer Substanz einen unmittelbaren Schluß 
auf ihre Eignung für die Klinik nicht zulassen. 


Experimenteller Teil. 


Bei der Herstellung von Derivaten der Dimethylxanthine beabsichtigten 
wir durch den Eintritt von Acidylgruppen in das Molekül der Purinbasen 
deren sauren Charakter derart zu verstärken, daß diese Acidylderivate der 
Einwirkung von verdünnten Säuren widerstehen und somit den Magen 
unangegriffen passieren. So glaubten wir, häufige Nebenerscheinungen der 
Dimethylxanthine wie Magenschmerzen, Erbrechen, Schwindel verhüten | 
zu können. 


Die von uns untersuchte Reihe der Acidyl-?) und Carbalkyloxytheo- 
bromine 8) beginnt mit Acetyltheobromin. Dieser Substanz legten wir aus 
Gründen der chemischen Konstitution erhöhte Bedeutung bei, insofern 
man denken konnte, daß sie sich in ihrer Wirkung zwischen Theobromin 
und Coffein stellen würde: Kräftige Diurese ohne besondere zentrale 
Erregung, welch letztere bei Coffein nach v. Schröders Untersuchungen 
die Diurese durch Erregung der Vasokonstriktorenzentren beeinträchtigt. 
Acetyltheobromin unterscheidet sich von Coffein nur durch eine einge- 
schobene CO-Gruppe, wie aus den Konstitutionsformeln ersichtlich ist: > 


C SE CH,.CO—N—CO 
CH "H 
CO CS i có E i 
e JA H |O] JE H 
CH,—N—C—N CH¿—N—C—NY 
Coffein Acetyltheobromin 


1) Meyer, Frankfurter medizin. Dissertatioren in Ausziigen Bd. 5. 
2) D. R.-P. 252641. Friedländer 11, 962. 
3) D. R.-P. 290910. ebendaselbst 12. 783. 
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In der Tabelle I!) sind Aussehen, Schmelzpunkt und Löslichkeit 
einiger Acidyl- und Carbalkyloxytheobromine zusammengestellt. Die Acidyl- 
theobromine und -theophylline spalten sich bald leichter, bald schwerer 
in Dimethylxanthine und Säurerest, zumal in alkalischer Lösung. Die 
Neigung von Acetyltheobromin, schon an der Luft Essigsäure ab- 
zuspalten, machte es trotz seiner ausgezeichneten diuretischen Eigen- 
schaften zur Einführung in den Arzneischatz ungeeignet. 


Tabelle I. 


mm Ee € A 
Acetyltheobromin Farblose Nadeln, In kaltem Wasser 1:200 
(,H,0,N,)CO.CH;, Fp. 165° löslich; in heißem 
| Wasser leicht löslich 
Berzoyltheobromin Farblose Nadeln, In kaltem Wasser fast 
(C,H,0,N,)CO.C,H; Fp. 206° unlöslich; in heißem 


Wasser wenig löslich 
Berzyltheobromin Feirkristalline farblose | In kaltem Wasser 1: 200 


(C,H, O Nal H, . C,H, Tafeln, Fp. 139 — 141° löslich 
Cinramoyltheobromin Farblose Prismen, |Inkalt.Wasser schwer lösl. 
(C¡H,0¿N ICH: CH Co, Fp. 2000 Durch Kochen mit Wasser 
wird es lar gsam gespalten 
Carbomethoxytheo- © Farblose Prismen, In heißem Wasser gut 
bromir S Fp. 1680 löslich 
(C,H,O¿N¿JCOOCH, | 
Carbaethoxytheobromin | Farblose Nadeln oder | In kaltem Wasser 1: 5, 
(C;H,0,N,)COOC,H, Prismen, Fp. 138° in heißem Wasser 


leicht löslich 
Carbopropoxytheobromini Farblose Nadeln, |In kalt. u. heißem Wasser 


(C,H,0,N ¿JC 00C,¿H, Fp. 106— 107° ziemlich schwer löslich 
Carboisobutoxytheo- | Feirkristallire farblose | In viel kochendem 
bromir ' Nadeln, Fp. 133° Wasser löslich 
Carboisoamyloxy- Farblose Nadeln, In heißem Wasser 
theobromin Fp. 1290 schwer löslich 
(,H,0,N,)COOC;H,, 


Auch von Theophyllin haben wir Acidyl- bzw. Carbalkyloxyderivate 
hergestellt; diese von uns untersuchten Verbindungen sind: 








Tabelle II. 

Benzoyltheophyllin |Feinkristalline farblose | In kaltem Wasser 1:50 

(C,H,0,N,)CO.C,H, Nadeln, Fp. 205° unter merkbarer 
| Zersetzurg löslich 
Carbomethoxytheo- Mikrokristalline In kaltem Wasser 
phyllin farblose Prismen, 1: 100 löslich 

(C,H, 0,N,)C O OC H; Fp. 255 == 260° 
Carbarthoxytheophillin | Feirkristalline farblcse | In kaltem Wasser 1:35 
(C;H,0,N,)COOC,H, | Nadeln, Fp. 135 — 140° löslich 


!) Nach privaten Angaben von Dr. Fr. Hasse. 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 2 
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In der Überzeugung, daß der diuretische Effekt der Körper der Di. 
methylxanthinreihe durch Kombination mit Salicylaten, wie schon ein. 
leitend gesagt wurde, eine Steigerung erfährt!), haben wir meist solche 
Salicylsäurekombinationen untersucht, sei es in Form von Doppelsalzen, 
sei es in Form von einfachen Mischungen. Die Körper der Xanthingruppe 
bilden in der verschiedensten Art Doppelverbindungen mit Salicylsäure. 
Alkali- oder Erdalkalisalicylaten ?). 

Tabelle III gibt eine Übersicht über ihre Zusammensetzung und 
Löslichkeiten. 


Tabelle III. 





Theobromin—Natrium—Natrium salicylicum Reaktion alkalisch 
„Diuretin“, 

48 Proz. Theobromin, 38 Proz. Salicylsáure 

In kaltem Wasser 1:1 

löslich, Reaktion neutral 


Neutrales Theobromin— Natrium salicylicum 
„Neutraldiuretin“, 26,51 Proz. Theobromin, 
55 Proz. Natrium salicylicum 


„Calcium-Diuretin“, löslich, Reaktion neutral 
48 Proz. Theobromin, 38 Proz. Salicylsäure 


In kaltem Wasser 1:1,5 
löslich, Reaktion neutral 


Acetyltheobromin—Natrium salicylicum 
46 Proz. Acetyltheobromin, 
52 Proz. Natrium salicylicum 


In kaltem Wasser 1:3 
lóslich, Reaktion neutral 


Theophyllin—Natrium salicylicum 
39 Proz. Theophyllin, 60 Proz. Natrium 
salicylicum 
In kaltem Wasser schwer 
lóslich, Reaktion sauer. 


Theobromin—bisalicylat. 


Theobromin—Calcium salicylicum—basicum In kaltem Wasser 1: 100 
41,5 Proz. Theobromin, 56 Proz. Salicylsáure | 


Günzburg?) vertritt die Ansicht, daß sich die Diurese bei den Dimethyl- 
xanthinen durch gleichzeitige Verabreichung von Säuren steigern läßt; 
er konnte durch gleichzeitige Alkalizufuhr die Theobromindiurese nahezu 
unterdrücken. Nach dieser Theorie durften wir also erwarten, daß die 
sauren Xanthinsalze der Salicylsáure wirksamer sind als die alkalischen. 
Heisler*) bekam nach Säurezufuhr ebenfalls häufig Verstärkung der Diurese, 
bisweilen aber auch Einschränkung oder keine Wirkung; eine gesetzmäßige 
Beeinflussung konnte er nicht erkennen. Nach seiner Ansicht besteht kein 
eindeutiger Zusammenhang zwischen der (H”) des Harns und der Diurese, 
auch kein Unterschied zwischen Nierengesunden und Nierenkranken. 








1) Siehe auch Bürgi, Ther. d. Gegenw. 1925, S. 149. 

2) D. R.-P. 399903.; D. R.-P. 340744, Friedländer 13, 909; D. R.-P. 
410055. 

3) Günzburg, diese Zeitschr. 129, 560, 1922. 

t) Karl Heisler, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 84, 411, 1923. 
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Unsere Versuche, die wir mit Theobrominbisalicylat1) anstellten, 
ergaben nun eine deutliche Verstárkung der Diurese, wobei man allerdings 
den Einwand erheben könnte, daß die Diuresesteigerung dem Einwirken 
der Salicylsäurekomponente zu verdanken sei, und nicht der Säurezufuhr. 


Immerhin ist es sehr merkwürdig, daß Großmann und Sandor 2) neuestens mit 
Diuretin bei gleichzeitiger Ausführung des Wasserversuchs überhaupt nur 
bei anaciden Patienten eine Steigerung der Diurese erzeugen konnten, 
und es bleibt abzuwarten, ob dieser Widerspruch aufrecht erhalten werden 
kann. (Über die ganzen Verhältnisse sind Untersuchungen im Gange, 
über die nach deren Abschluß berichtet werden wird.) 


Unsere Versuchsergebnisse mit Acetyliheobromin (Tabelle IV), welches 
auch von Ellinger und Meyer?) sowie von Freifeld?) auf seine Diuresewirkung 
geprüft wurde, zeigen die deutliche Überlegenheit dieses Derivates über 
alle anderen Theobrominverbindungen. Optimale Diuresen liegen bei einer 
Acetyltheobromindosis von 0,1, entsprechend 0,08 Theobromin je pro 
Kilogramm, bei einem Diureseeffekt von durchschnittlich 2,5; eine Hinzu- 
nahme von 0,1 Natr. salicylic. steigert bei gleicher Acetyltheobromindosis 
den Diureseeffekt auf durchschnittlich 2,7 gegenüber einem Diureseeffekt 
von 1,7 bei zweifacher Dosis Theacylon- Merck (Acetylsalicyloyltheobromin), 
das wir wegen seiner ähnlichen Zusammensetzung zum Vergleich heranzogen. 


Auf das Herz wirkt Acetyltheobromin stärker als Theobromin, indem 
es beim Kaninchen (0,1 pro Kilogramm Tier intravenös) die Pulszahl auf 
das 1,öfache erhöht und den Herzschlag verstärkt. Das Vergiftungsbild 
gleicht dem des Coffein: Zu Beginn Kaumuskelkrämpfe; Tod durch Atem- 
bzw. Herzlähmung. 


Die folgenden vier Glieder unserer Reihe, Benzoyl-, Cinnamoyl-, 
Benzyl- und Carbomethoxytheobromin erweisen sich sämtlich weniger 
harntreibend als Theobromin, und zwar ordnen sie sich nach abnehmender 
Wirkung in die Reihenfolge: Benzoyltheobromin, Cinnamoyltheobromin, 
Carbomethoyxtheobromin, Benzyltheobromin. Auch durch die Kombination 
mit Natriumsalicylat wird ihre Wirksamkeit nur wenig verbessert, wie 
aus der Übersichtstabelle VII leicht hervorgeht, in der die optimalen Di- 
uresedosen zusammengestellt wurden, wobei zu bemerken ist, daß höhere 
Dosen als 0,3 im allgemeinen schädigend auf die Tiere einwirkten. Cin- 
namoyltheobromin und Carbomethoxytheobromin besitzen stärkere Gift- 
wirkung als Theobromin, die sich in Nierenreizung (Albuminurie) äußerte; 
auch waren diejenigen Tiere, denen diese Substanzen verabreicht worden 
waren, während mehrerer Tage außerstande, den Harn zu konzentrieren; 
bisweilen gingen sie bald nachher ein. Auch Carboäthoxytheobromin, 
das von Freifeld (1. c.) untersucht wurde, ist von ihm als sehr wenig wirksam 
erklärt worden. Nach diesen Erfahrungen bieten die höheren Glieder der 
Reihe der Acidyltheobromine wenig Aussicht auf Verstärkung der Diurese 
gegenüber Theobromin, da ja auch Alkylgruppen, die in die 1-Stellung des 
Theobromins eingeführt werden, mit Ausnahme von Allyltheobromin, 
dessen harntreibende Wirkung nicht verstärken. 


1) D. R.-P. 399 903. 
2) Großmann und Sandor, Wien. klin. Wochenschr. 1925, S. 405. 
8) A. a. O. 
$) Leon Freifeld, Berner Dissertation 1917. 
ge 
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sure Verabs Entspricht) Diure Verab» Entspricht] Di 
; reichte Theos reichte Theos . 
> Dosis bromin tischer E bromin | tischer | 
pro kg pro kg Effekt pro AE pro kg Effekt | 
—— == — ` | | 
oao | 0246 Ia ` 0,556 | 0290 | 42 | 
0'250 0228 | 28 | 0480 | 0250 | 10 | 
0.200 0,162 | 23 | 0,370 | 0,192 | 1/62). 
0'198 0,168 | 219 | 0360 | 0187 | 15 | 
0,300 | 
0150 | 0150 | 18 | 0813 | 0163 | 22 | 
e 0,093 | 3,42) | 0,300 | 0,156 | 10 | 
0,218 | 0089 | 22 | 0200 0104 14 | 
0,109 ) , H | 3 ? f 
0,212 | 
age | 0088 | 32 ¡| — | — — 
0,105 oe | 
0315 | 0,085 | 26 Se, A 
0,206 l | d 
awe | 0083 | 15 — E ët 
0,100 | 
= = — | 0280 | 0081 | 28 E E ES 
0,100 | 
_ = — | oroo | 9081 | 15 | — = sé 
0,150 
ES = — | go | 0071 | 13 | — = > 
0,090 | ¡ | 
u AC — 0,054 0,042 1,0 = | = — 


1) Mittel aus 4 Versuchen. — ?) Mittel aus 3 Versuchen. — 3) Mittel aus 4 Versuchen. 


Nitrocoffein und Nitrotheobromin wurden von uns in der Annahme 
untersucht, daß sich die in diese Verbindungen eingeführte Nitrogruppe 
gefäßerweiternd geltend machen würde, welche Eigenschaft. der Nitrogruppe 
im Nitroglycerin, Natriumnitrit und Amylnitrit seit langem verwertet 
wird. Die Frage, ob die gute Diuresewirkung von Nitrotheobromin dieser 
gefäßerweiternden Eigenschaft der Nitrogruppe zuzuschreiben ist, läßt 
sich nur nach eingehenderem pharmakologischem Studium dieser Substanz 
entscheiden. (Wir werden über unsere Versuche hierüber an anderem Orte 
berichten.) Über die diuretische Wirkung von Nitrocoffein und Nitro- 
theobromin und deren Kombinationen mit Natrium salicylic. gibt Tabelle IV 
Aufschluß. Bei beiden Körpern scheinen die Kombinationen mit Natrium- 
salicylat die Diuresewirkung nicht zu erhöhen, wogegen Nitrotheobromin 
als solches bedeutend stärker harntreibend wirkt als Theobromin: Einem 
durchschnittlichen Diureseeffekt von 1,5 bei Theobromin entspricht ein 
solcher von 2,7 bei Nitrotheobromin (auf den gleichen Theobromingehalt 


Tal 
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13 | 0.250 0,317 | 66 | 0,600 | 0,348 
3,1 0:20 0,258 | 3,7 0,509 | 0,295 
25 0.200 0,190 | 22 | 0,500 | 0,290 
17 0 100 0,190 | 23 | 0400 | 0,232 
18 0'200 0,127 | 28 | 0,350 | 0,203 
28 0100 0,127 | 22 | 0339 | 0,198 
13 | 0'130 ; 0,300 | 0,174 
ill we = era 0,250 | 0,145 
ae — | — | 020 | 0,116 

















berechnet). Gegen die klinische Verwertung dieses Theobrominderivates 
spricht aber die Nierenreizwirkung, die sich uns öfters durch Albuminurie 
kund gab. 

Tabelle V enthält eine Zusammenstellung von Diureseversuchen mit 
Theobromin, Diuretin, „Calciumdiuretin‘‘, Theobrominnatrium, ‚Neutral- 
Diuretin“* und Theobrominbisalicylat. Mit Theobromin erhält man eine 
zuverlässige Diurese mit den Dosen 0,2 bis 0,3 pro Kilogramm; nie- 
drigere Dosen wirken unsicher. Diuretin wirkt schon mit Dosen, die 
einem Theobromingehalt von 0,1 bis 0,2 pro Kilogramm entsprechen, 
gut harntreibend und erzeugt einen Durchschnittseffekt von 1,5. Mit 
„Calciumdiuretin erhält man in dem gleichen Dosenbereich (be- 
rechnet auf Theobromin) einen Durchschnittseffekt von 2,2. Calcium- 
diuretin scheint außerdem gegenüber Diuretin eine deutlich erhöhte 
Herzwirkung zu entfalten, wie aus den hohen Pulsziffern der ent- 
sprechenden Versuche hervorgeht. Demgegenüber erzeugt Theobromin 
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Tabelle I 
Benzyltheobromin j + e Ee ¡Carbomethoxytheobromin |Cerbgmethoxytheobrom 
AE | Theo. Diure Entspricht] Diure», Versbe [Entapricbt Deel), Zeck: JEntepricht Diur 
Dosis | bromin bromin | tischer | Dosis | bromin ne Dosis | bromin ‚tisch: 
pro kg | pro kg pro kg | Effekt | pro kg | pro k vi KE pro kg | pro ke ‚ | Ese 
mn a 2 
05 | 0,334 0,334 | 21 0,500 | 0,378 [2,4 Vase 0,902 | 25 
04 | 0,267 0,267 | 13 aa! 0,302 [2,5 ¡050 | 0,02 | 3: 
0,300 | 0,200 0,200 | 26 0300 | 0,227 [19 [03% 0,227 | 3, 
0,270 | 0,180 0,200 | 34 | 0,200 | 0,151 [21 Ve 0,227 1 
0,250 | 0,167 0,133 | 08 ‚0,102 | 0,077 |109] $430 | 0,189 | 1 
0,200 | 0,133 0,047 | 1,4 | 0,100 | 0,075 |1,0 Schal 0,151 | 2, 
) 
0,150 | 0,100 0,023 | 0,7 "0,097 | 0,073 [0,92) 0000 | 0,075 | 1, 
| 2... 0096 | 0,073 | l 
= = = A | | 0,192 y: 
| 


1) Mittel aus 3 Versuchen. — 2) Mittel aus 4 Versuchen. — 3) Nitrothbeobromin — Natrium salicylic. ` 


keine wesentliche Beschleunigung der Herztätigkeit. Daraus muß auf 
eine Einwirkung auf das Herz durch die Salicylsäure- bzw. Calcium- 
komponente geschlossen werden. Das wasserlösliche T’heobrominnatrium 
besitzt beim Kaninchen kaum harntreibende Eigenschaften; nach unseren 
Versuchen wenigstens zeigt es sich am Kaninchen in dem Dosenbereich, 
der einem Theobromingehalt von 0,1 bis 0,2 pro Kilogramm entspricht, 
unwirksam. In ,,Neutral-Diuretin** (s. Tabelle III) macht sich offenbar der 
hohe Anteil an Salicylsäure geltend, so daß sich mit einem relativen Theo- 
bromingehalt von 0,05 bis 0,1 noch sehr günstige Diureseeffekte erzielen 
lassen. Da jedoch die Substanz wegen ihrer Leichtlöslichkeit schwer chemisch 
rein darzustellen ist, haben wir ihr kein weiteres Interesse geschenkt. 
Andererseits ist es für den Diureseeffekt völlig gleichgültig, ob man das 
Doppelsalz oder eine entsprechende Mischung von Theobromin und Natr. 
salicylic. zur Anwendung bringt, was wir durch Versuche feststellen konnten, 
Auch bei Theobrominbisalicylat ist der hohe Diureseeffekt mit relativ 
niedrigen entsprechenden Theobromingaben evident, und wir neigen zu 
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Dosis | aA tischer reichte Tbeos reichte 
pokg| pro kg | Effekt pro kg | Effekt || pro kg 
0,303 | 0,248 
0.200 | 0,164 0,182 
0.151 | 0,124 0,181 
0150| 0,123 0,160 
0.100 | 0,082 | 0,143 
um 0061 | 1,1 — EE |0,173 | 0,138 
als e u e o 10.178 00.188 
A Een | he Cen | 0,164 | 0,131 
er a — | — 0,150 | 0,120 
DEE a | e dE, | 0,100 0,080 
( | === | — 0098 | 0,078 
e d = | — Ss  — 0.004 0,076 |1, 
| | f | | `  finSoda' 
Doppelsalz 


mit 38 Proz. Nitrotheobromin und 62 Proz. Natrium salicylicum. 


der Auffassung, daß hier wiederum die harntreibende Kraft der Salieylsäure 
zur Wirkung kommt. 

Um nun darüber Aufschluß zu bekommen, in welchem Grade Salicylate 
bzw. Calcium in unseren Kombinationen mit Theobromin an der Diurese- 
wirkung Anteil nehmen, haben wir Diureseversuche mit Natrium salicylic., 
Calcium salicylic. basicum, Calcium chloratum und Calcium salicylic. basic. 
+ CaCl, ausgeführt, deren Ergebnisse in Tabelle VI zusammengestellt 
sind. Hier erkennt man deutlich, daß bei hohen CaCl,-Gaben Harn ein- 
gespart wird, wogegen Kombinationen von Calcium salicylic. basic. mit 
Ca-Cl¿ mit einer Gesamt-Ca-Dosis von 0,19 bis 0,17 gute Diuresen erzeugen. 
Calcium salicylic. allein wirkt unsicher, wogegen Natrium salicylic. allein 
schon in Dosen von 0,25 bis 0,3 (berechnet auf Salicylsäure) Diurese zeigt. 

Das Theophyllinanalogon zu „Calciumdiuretin“, Theophyllin-Calcuum 
salicylic. basic. besitzt außerordentlich harntreibende Kraft, wie aus den 
betreffenden Versuchen in Tabelle VI hervorgeht, was nach der bekannter- 
maßen starken Diuresewirkung von Theophyllin nicht weiter überrascht. 
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Tabelle VII. 
Optimale Diureseeffekte. 








es Ent | Kombis : Ent- l Diuret. Effekt 
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: Theos Salicylo Theo |; 

SEN | bromin Gute | bromin i Salicylsäure 

Sher EEEE l O, SE 0,089 | 0 230 0,093 . 3,5 3,4 

Theacylon . ......... | 0,3138 | 0,163 — | 22  — 

Benzoyltheobromin ...... 04 | 0,258 03 0,190 |. 25 | 23 

| U ; | 
e 

Cinnamoyltheobromin . . . . 0,350, 0,203 | 08 om4 ' 27 | 27 

Benzyltheobromin . ..... 04 0,267 eg 0,200 | 20 | 34 

Carbomethoxytheobromin . .| 0,4 | 0,302 | O? [0151 [| 25 | 2,1 

i ? 

Nitrocoffein . , san. 0,15 | 0,123 bé |0082 | an 2,4 

Nitrotheobromin. .... .¡ 0,15 | 0,120 | EH 0,104 ! 3,7 | 3,2 

Theobromin ......... 0198| — | ze | — 33. — 

Diuretin. .......... 0,23 0,11 — — | 23 — 

»Calcium-Diuretin“ ..... ' 0,28 . 0,136 | — — . 25 | — 

Theobrominratrium ....103 0,267 ; — 1,5 — 

Neutraldiuretiré . . ....102 1008| — Aë | = 

heobromininbisalicylat .. +. 0,25 | 0,104 ı — — 29 | — 
Theophyllin - ann salicyl. ” | | 

Dasit in Mania a ae ' 0,15 , 0,072 | — 3,5 A — 
Zusammenfassung. 


1. Von Acidylgruppen, die in die 1-Stellung des Theobromins 
eingeführt werden, wirkt nur die Acetylgruppe diuresesteigernd. Sehr 
gute Diuresewirkung besitzt Nitrotheobromin, zeigt aber als Neben- 
erscheinung Nierenreizung. 

2. Die von Bürgs angenommene Potenzierung der Diuresewirkung 
von Purinderivaten durch Salze finden wir speziell mit Salicylaten 
vielfach bestätigt. 

3. Auch durch Calciumsalze läßt sich am Kaninchen Diurese 
hervorbringen, sofern Calcium mit Salicylsäure kombiniert wird, was 
in dem neuerlich eingeführten ‚Calcium-Diuretin‘‘ verwertet ist, das 
sich von Diuretin auch durch seine deutliche Herzwirkung unter- 
scheidet. 


Die Bestimmung des Ergotamin-Ergotoxintiters 
des Mutterkorns am Froschgefäßpräparat. ` 


Von 
Toshio Masuda. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1925.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Da sich der Gehalt des Mutterkorns an uteruswirksamen Stoffen 
chemisch nicht quantitativ fassen läßt, und da derselbe zweifellos in 
der Droge und den Spezialpräparaten, die aus ihr gewonnen werden, 
starken Schwankungen unterworfen ist, besteht ein Bedürfnis nach 
pharmakologischen Methoden der Auswertung. 

Die Chemie der wirksamen Mutterkornbestandteile hat eine 
mächtige Förderung durch die Entdeckung des Ergotoxins (1907) und 
des Ergotamins (1921) erfahren. Es kann kaum noch einem Zweifel 
unterliegen, daß diese beiden Alkaloide, von denen das Ergotamin das 
wichtigere sein dürfte, Träger der pharmakologischen und toxikologi- 
schen Mutterkornwirkungen sind. Die früher als wichtigste uterus- 
wirksame Stoffe des Mutterkorns betrachteten proteinogenen Amine 
sind möglicherweise in der ganz frischen Droge gar nicht enthalten und 
entstehen möglicherweise erst durch Gärung. 

Zur Wertbestimmung von Mutterkorn und Mutterkornpräparaten 
kommen zwei Arten des Nachweises in Betracht. Einmal kann die 
Summe aller uteruswirksamen Stoffe bestimmt werden, am besten 
durch Versuche am ausgeschnittenen Uterus, wie sie schon im Zu- 
sammenhang mit Fragen der Mutterkornwirksamkeit wiederholt aus- 
geführt wurden. 

Zweitens aber kann man den Versuch darauf hin anlegen, die 
Ergotamin-Ergotoxinfraktion der wirksamen Bestandteile allein zu 
bestimmen, unter Verzicht auf jene proteinogenen Amine. Alle diese 
Methoden greifen auf die Beobachtung von Sollmann und Brown, 
sowie von Dale zurück, die fanden, daß durch Secale die fördernden 
Adrenalinwirkungen aufgehoben werden. So kann man die Ergotamin- 
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Ergotoxinmenge einer Secaleprobe dadurch bestimmen, daß man die 
Menge des Secaleauszugs aufsucht, die die blutdrucksteigernde Wirkung 
des Adrenalins für eine bestimmte Zeitdauer aufhebt. 


Diese Methode würde wohl sicher die Methode der Wahl sein, wenn sie 
nicht einen prinzipiellen Nachteil hätte. Es ist nämlich die Ergotoxin- 
Ergotaminwirkung am Blutdruck so beständig, daß es nicht gelingt, am 
gleichen Tier innerhalb kürzerer Zeit mehrmals hintereinander eine der- 
artige Wirkung hervorzurufen, so daß die Auswertungen nur unter Auf- 
wand von viel Tiermaterial möglich sind, zumal die einzelnen Tiere starke 
individuelle Unterschiede der Ergotamin-Ergotoxinempfindlichkeit zeiger. 

Weiter kann man die adrenalinaufhebende Wirkung des Ergotoxin- 
Ergotamins auch an solchen isolierten Organen, die durch Adrenalin. erregt 
werden, zur Auswertung heranziehen. So gaben Broom und Clark!) 1923 
die Methode der Auswertung am isolierten Uterus des nichtschwangeren 
Kaninchens an. Man schreibt zunächst die Kontraktion des Uterus auf, die 
durch eine kleine Adrenalingabe ausgelöst wird, wäscht, setzt das Mutter- 
kornpräperat zu und prüft erneut die Anspruchsfähigkeit gegen die Adrenalin- 
gabe. Auch an diesem Präparat scheint die Ergotoxin-Ergotaminwirkurg 
auf Auswaschen schlecht zurückzugehen, denn die Verfasser empfehlen, 
für vergleichende Versuche aus den Hörnern des Uterus mehrere Streifen 
zu Parallelversuchen zu verwenden. 

Neuerdings zeigte Planelles?), daß die Mutterkornalkaloide nicht 
nur die erregenden Wirkungen des Adrenalins, sondern auch die hemmende 
Wirkung des Adrenalins auf die Dünndarmperistaltik aufheben können. So 
dürfteder Dünndarm des Meerschweinchens geeigneter sein alsder Kaninchen- 
uterus, da aus ihm mehr Parallelpráparate gewonnen werden können, 
Auch am Dünndarm läßt sich die Mutterkornwirkung durch Fortwaschen 
nicht aufheben. Über die Eignung der Methode für quantitative Aus- 
wertungen gibt die erste Publikation von Planelles noch keine genauen 
Angaben. 

In der vorliegenden Arbeit berichte ich über Versuche, die ich auf 
Anregung von Professor Trendelenburg ausgeführt habe und durch die 
festgestellt werden sollte, ob das Froschdurchströmungspräparat für die 
Auswertung des Ergotamin-Ergotoxingehaltes brauchbar ist. Die Stärke 
der adrenalinantagonistischen Wirkung der Mutterkornalkaloide sollte 
entweder so bestimmt werden, daß jene Alkaloide während einer Adrenalin- 
dauerwirkung auf die Gefäße vorübergehend einwirkten und die Gefäße zur 
Erschlaffung brachten oder aber derart, daß analog dem Vorgehen von 
Broom und Clark das Maß der Adrenalinabschwächung nach längerer 
Einwirkung der Mutterkornsubstanzen festgestellt wurde. 

Zu den Versuchen verwandte ich Rana esculenta. In der bekannten 
Weise wurden die Hinterbeine der Frösche mit Ringerlösung durchströmt. 
und die ausströmende Flüssigkeitsmenge aufgeschrieben. 


Zunächst ging ich in meinen Versuchen so vor, daß ich die Ringer- 
lösung durch eine adrenalinhaltige Ringerlösung ersetzte, die eine 
starke, aber nicht maximale Gefäßverengerung machte. Durch Er- 








1) W. A. Broom und A.J.Clark, Journ. of Pharm. and exper. Ther. 
28, 59, 1923. 
2) J. Planelles, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 105, 38, 1925. 
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höhung des Druckes der einfließenden Lösung sorgte ich dafür, daß 
die Durchströmung nur etwa 1/¿ bis !/,ccm pro Minute == 5 bis 
10 Tropfen betrug. Dann wurden in den zufließenden Flüssigkeitsstrom 
0,3ccm einer Lösung von Mutterkornalkaloiden (in der gleichen 
Adrenalinlösung) eingespritzt. Darauf trat innerhalb der ersten Minute 


£rgotoxin 
1. 100000 1: 100000 1:100000 1: 100000 


während Aarenalindurchströmung 
4.1 Million 






| , 

0246 8Min 

Abb. 1. Ergotoxinphosphat 1:100000, 0,3ccm wirkt auf die Gefäße der 
Froschbeine im Normalzustand verengernd, wahrend einer Adrenalin, 
durchstrómung 1:1Million mehrmals in gleicher Weise erweiternd. 


eine Erschlaffung der Gefäßmuskulatur ein, die Durchflußmenge stieg 
an und erreichte in etwa 3 bis 5 Minuten ihr Maximum, um im Laufe 
der folgenden 10 bis 15 Minuten wieder auf die frühere Größe abzusinken. 
Dies Verfahren war also aussichtsreich, wenn erstens die Stärke der 
Gefäßerschlaffung durch eine gegebene Menge Mutterkornalkaloid sich 
wiederholt in gleicher Weise 
erzielen ließ, was natürlich nur 
dann zu erwarten war, wenn 
die Ergotoxinwirkung anders 
als am Uterus oder Dünndarm ` A 
und Blutdruck der Katze gut 
reversibel war, und wenn 
zweitens die Stärke und Dauer während Adrenalindurchströmung 1:1 Million 
der Gefäßerweiterung der ein- 0 24 6 8Min 
wirkenden Konzentration der Abb. 2. Während einer Adrenalindauerdurch- 
EN strömung 1:1Million (die die Tropfenzahl von 
Mutterkornalkaloidlösung par- 41 auf 4 verringerte) wird auf Ergotoxinphosphat 
de! ging. Beide Vorbedin- a Kë SA EE 
gungen sind aber nur mangel- des Präparates gegen Ergotoxin. 
haft erfüllt. Gelegentlich fand 
ich sie zwar an einem Präparat erfüllt, meist aber nahm die erweiternde 
Wirkung einer Ergotoxin- oder Ergotaminkonzentration mit der Zeit 
mehr und mehr ab, und bei solchen Präparaten war selbstverständlich 
die Proportionalität zwischen einwirkender Konzentration und Zu- 
nahme des Durchflusses nicht gewahrt (Abb. 1 und 2). Deshalb verließ 
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9:50000 1.180000 
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ich diese Methode und wandte das Verfahren der Dauerdurchsträmung 
mit der ergotoxin-ergotaminhaltigen Lösung an. 

Ich verwandte zwei Methoden, um die Stärke einer Ergotamin- 
Ergotoxinlösung zu bestimmen. Bei der ersten Methode wurde durch 
Serienversuche an mehreren Froschpräparaten die Konzentration der 
Alkaloide bzw. der Mutterkornauszüge und -präparate aufgesucht, die 
nach einer bestimmten Einwirkungszeit die Adrenalinerregbarkeit der 
Gefäße auf einen bestimmten Betrag herunterdrúckte. Als Einwirkungs- 
zeit wurde willkürlich 1 Stunde gewählt, und als Grad der eben zu 
erreichenden Wirksanıkeitsabschwächung wurde !/,, der Anfangs- 
wirksamkeit genommen. Das heißt also, die Konzentrationen, mit 
denen die einzelnen Präparate durchströmt wurden, wurden so lange 
erhöht bzw. erniedrigt, bis 1 Stunde nach Beginn des Durchflusses mit 
diesen Lösungen eine Adrenalingabe, die unmittelbar in die zufließende 
Ringerlösung eingespritzt wurde, ebenso stark wirkte, wie eine zehn- 
mal kleinere Adrenalingabe, die vor Beginn des Durchleitens der die 
Mutterkornalkaloide enthaltenden Lösung gegeben worden war. 

Da bei diesem Verfahren die individuellen Unterschiede der Emp- 
findlichkeit der einzelnen Froschpräparate gegen die Mutterkorn- 
alkaloide natürlich nicht ausgeschaltet werden können und zu einer 
Verbreiterung der Fehlerbreite der Bestimmungen führen müssen, habe 
ich ein zweites Verfahren angewandt, das allerdings nur an großen 
Eskulenten ohne allzu große präparative Schwierigkeiten durch- 
zuführen ist. 

Um möglichst gleiche Versuchsbedingungen zu schaffen, wurden 
bei der zweiten Methode beide Beine des Frosches getrennt durch- 
strömt. Nach dem Einbinden einer Kanüle in die Bauchaorta wird 
die eine Arteria iliaca dicht am Abgang aus der Aorta abgebunden, 
und in ihr Lumen wird dann eine zweite Kanüle eingebunden. Aus 
zwei Mariotteschen Flaschen wird in die beiden Kanülen unter kon- 
stantem Druck Ringerlösung eingeleitet. Sie strömt zunächst aus 
der gemeinsamen Bauchvene ab. Alsdann werden zwei geeignet ge- 
krümmte, feine Glaskanülen in die beiden Venae iliacae eingelegt, so 
daß die jedes Bein durchströmende Flüssigkeit getrennt registriert 
werden kann. Durch Einspritzen von Farbstofflösungen überzeugte 
ich mich davon, daß die beiden Gefäßbahnen keine irgendwie in 
Betracht kommende Anastomosen besitzen. 

` Mit dieser zweiten Methode hatte ich, wie zu erwarten, zuver- 
lässigere Ergebnisse wie mit der ersten. 

Zunächst wurde durch einige Er die Normal- 
empfindlichkeit des nicht vergifteten Präparats aufgesucht. Sobald 
mit steigenden Adrenalinmengen jene Konzentration gefunden war, 
die eine gute aber nicht maximale Gefäßverengerung auslöste, wurde 
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die Ringerlósung durch eine die Mutterkornalkaloide enthaltende 

Lósung ersetzt. Wenn beide Beine gemeinsam durchstrómt wurden 
(d.h. bei kleinen Fröschen), wurde dann nach einstúndiger Durch- 
strómungszeit das Zehnfache der als brauchbar erkannten Adrenalin- 
gabe eingespritzt und beobachtet, ob sie stärker, etwa ebenso stark 
oder schwächer wirkte wie jene. Die Konzentrationen der Mutterkorn- 
alkaloidlösungen oder der die Mutterkornauszüge enthaltenden Lösungen 
wurde dann bei weiteren Präparaten vermehrt oder vermindert, bis 
jene Standardwirkung erreicht und überschritten war. 

Ich habe die Einwirkungszeit der Mutterkornalkaloide absichtlich 
lang gewählt. Wenn man nämlich nach dem Umstellen der Ringer- 
lösung auf die Alkaloidlösung wiederholt mit der ursprünglich an- 
gewandten Adrenalinmenge die Abnahme der Adrenalinempfindlichkeit 
prüft, so findet man, daß sie nur ausnahmsweise sofort den endgültigen 
Betrag erreicht, meistens nimmt sie vielmehr mit der Zeit noch zu, 
d.h. die Mutterkornalkaloide zeigen am Froschgefäßpräparat eine 
gewisse kumulierende Wirkung. 

Bei dem Doppelpräparat suchte ich ebenfalls wieder die im un- 
vergifteten Zustand kräftig, aber untermaximal wirkende Adrenalin- 
menge auf. Dann wurde das eine Bein mit der Lösung der reinen 
Alkaloide oder eines Auszugs aus einem Standardmutterkorn durch- 
strömt, das andere Bein wurde mit der zu prüfenden Lösung unbe- 
kannten Gehalts durchströmt und nun während der folgenden Stunde 
durch wiederholte Adrenalingaben festgestellt, auf welcher Seite die 
adrenalinantagonistische Wirkung überwog. Durch Abänderung der 
Konzentrationen und Versuche an weiteren Präparaten ließ sich so 
eme Auswertung erzielen. Dies Verfahren bewährte sich im ganzen 
und scheint mir durchaus geeignet, annähernde Titrierungen durch- 
zuführen. Ob das Verfahren dem der Auswertung am isolierten Darm 
oder Uterus überlegen ist, vermag ich nicht zu entscheiden, da mir 
Erfahrungen an jenen Organen fehlen. Ich glaube, daß es möglich ist, 
mit dem von mir beschriebenen Verfahren Unterschiede in den 
Konzentrationen von 30 Proz. aufzudecken. Da, wie in der folgenden 
Arbeit gezeigt wird und aus Arbeiten anderer bekannt ist, die ein- 
zelnen Mutterkornpräparate enorme Schwankungen ihres Ergotamin- 
Ergotoxintiters zeigen, so genügt diese Genauigkeit, so wenig sie 
idealen Anforderungen entspricht, den praktischen Bedürfnissen. 

Die verwandten Präparate waren: 1. Suprarenium hydrochloricum, 
Höchst, stets frisch verdünnt; 2. Ergotoxinphosphat von Burrough 
Wellcome & Co. Das Präparat stand seit 10 Jahren im Institut, hatte 
aber (s. unten) seine volle Wirksamkeit behalten. Es wurde in wenig 
Alkohol gelöst, die alkoholische Stammlösung wurde höchstens wenige 
Tage lang kalt aufgehoben, meist unmittelbar vor dem Versuch frisch 
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bereitet; 3. Ergotamintartrat (= Gynergen Ciba), das wir der Freund. 
lichkeit von Herrn Dr. Rothlin verdanken, das Alkaloid wurde uns in 
Ampullen gelöst geliefert. Daß Ergotoxin qualitativ und quantitativ 
ebenso wirkt wie Ergotamin, wurde unlängst von Dale und Spiro!) nach, 
gewiesen. Ich fand in meinen Versuchen ebenfalls keinen sicheren 
Unterschied in der Wirksamkeit beider Präparate, gemessen an der 
adrenalinantagonistischen Wirkung auf die Froschgefäße. 


1. Wirksamkeit von Ergotoxin- und Ergotaminlösungen 
am Froschgefäßpräparat. 
Ergotoxinphosphat wurde in den folgenden Konzentrationen durch- 
strömt; hinter denselben ist angegeben, wie sich nach einstündiger Durch- 


strömung die Wirkung der zehnfachen Adrenalingabe zu der Wirkung der 
am unvergifteten Präparat gegebenen Adrenalinmenge verhielt. 


Sechs Versuche mit 1:2, 1:2,5 und 1:3 Millionen = alle viel 
schwächer. 


Sieben Versuche mit 1: 4 Millionen = etwas schwächer oder gleich. 


Vier Versuche mit 1: 5 Millionen = zwei etwas schwächer, zwei etwas 
stärker. 


Vier Versuche mit 1:6, 1:7, 1: 8 Millionen = alle wesentlich stärker. 
Ein Versuch mit 1: 10 Millionen = sehr viel stärker. 


Die Abschwächung der Adrenalinerregbarkeit der Blutgefäße auf 
ein Zehntel innerhalb 1 Stunde wurde also durch die Ergotoxinphosphst- 
lösung 1: 4 Millionen = 0,025 mg pro 100 ccm erreicht. 


2. Ergotamin-Ergotoxintiter von drei Mutterkornproben. 


Zunächst wurde Secale untersucht, das im August 1923 im Schwarz- 
wald gesammelt worden war und sofort an der Luft getrocknet und 
dann im Exsikkator über Schwefelsäure aufbewahrt worden war. Ih 
stellte die Versuche im Oktober und November, also 2 bis 3 Monate 
nach dem Sammeln an. In diesen Versuchen wurde das eine Froschbein 
mit verdünnten Auszügen dieses Mutterkorns, das andere Bein mit 
Ergotoxinphosphatlösungen durchströmt. Kurz vor dem Versuch wurde 
die gepulverte Droge 15 Minuten lang mit Wasser 1: 10 im siedenden 
Wasserbad ausgezogen; nach dem Abkühlen wurde filtriert. Des 
Ergebnis der Versuche war folgendes: 


Drei Versuche mit 0,02 bis 0,025 g Secale : 100 cem; die Secalelósung 
wirkte viel schwächer wie Ergotoxin 0,033 mg : 100 ccm. 

Zwei Versuche mit 0,03g Secale: 100 ccm; die Secalelösung wirkte 
etwas schwächer wie Ergotoxin 0,033 mg : 100 cem. 





1) H. H. Dale und K. Spiro. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 9%, ` 
337, 1922. 
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Zwei Versuche mit 0,04 g Secale: 100 ccm; die Secalelösung wirkte 
m schwächer, einmal gleich wie Ergotoxin 0,025 mg : 100 ccm 
Abb. 3). 
| Zwei Versuche mit 0,05g Secale: 100 ccm; die Secalelösung wirkte 
etwas stärker wie Ergotoxin 0,020 mg : 100 ccm. 

Zwei Versuche mit 0,07 bzw. 0,08 g Secale : 100 ccm; die Secalelösung 
wirkte erheblich stärker wie Ergotoxin 0,014 bzw. 0,013 mg: 100 ccm. 

Also entsprach die Wirksamkeit unserer Droge: 0,04 g = 0,025 mg 
Ergotoxin oder 1 g Secale = etwa 0,6 mg Ergotoxinphosphat (s. Abb. 3). 

Über den Ergotoxin-Ergotamingehalt des Mutterkorns finde ich 
in der Literatur nur folgende Angaben. Spiro!) gibt in einer kurzen 
Notiz an, daß bei der chemischen Aufarbeitung der Droge bis 2 pro 
Mille Ergotamin erhalten werden können. Meist scheint die Ausbeute 
weit geringer. Ergotoxin ist bekanntlich in nur sehr geringen Mengen 
aus dem Mutterkorn zu erhalten. Broom und Clark fanden, daß 


4:39 Mill. 1:1 Mill. 1:1 Min. 1: 700000 
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Abb. 3. Wirkung von Adrenalin in 1:1 Million, 0,3ccm auf die Gefäße 
der beiden Froschbeine im Normalzustand und während einer Durch, 
strómung von Secaleinfus 0,04:100.0 (links) und Ergotoxinphosphat 
1:4 Millionen (rechts) zweimal Adrenalin 11 Millionen, dann 1: 100000 
(je 03 ccm). Gleich starke Adrenalinabschwächung auf beiden Seiten. 


Proben von spanischem bzw. russischem Secale, aus dem nach den 
Vorschriften der nordamerikanischen Pharmakopoe Fluidextrakte 
bereitet wurden, einen Ergotamintiter von 1 bis 0,5 mg pro 1 g Droge 
aufwiesen; diese Werte decken sich also sehr gut mit dem von mir 
gefundenen Titer. 

Fast ebenso stark wie jenes Schwarzwaldsecale wirkten zwei 
weitere Secaleproben, die ich aus verschiedenen Apotheken bezog. 
Ihr Titer lag bei 0,4 bzw. 0,6 mg pro 1g. 


3. Haltbarkeit des Secaleinfuses. 
Über das Verhalten der Wirksamkeit der Secaleauszüge beim 
Stehen gehen die Meinungen auseinander. Storm van Leeuwen?) fand 
be: der Prüfung der uteruserregenden Wirkung eines Mutterkorn- 


1) K. Spiro, Schweiz. med. Wochenschr. 1921, Nr. 32, 
2) W., Storm van Leeuwen, Nederl. Tijdschr. voor Geneesk. 1917, Nr. 12. 
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extraktes innerhalb einiger Monate eine Abnahme auf etwa ?/, der 
Anfangswirkung. Andererseits vertritt Wiechowski!) die Anoat daß 
die Gesamtuteruswirksamkeit eines in der Wärme der Gärung über- 
lassenen Secaleauszugs zunächst stark ansteigt (auf das 3- bis 10fache). 

Da in diesen (und einigen weiteren älteren, mit unvollkommenerer 
Methode durchgeführten) Versuchen das Verhalten der gesamten wirk- 
samen Substanzen, also der Summe der spezifischen Mutterkorn- 
alkaloide und der proteinogenen Amine geprüft wurde, nicht aber der 
Ergotoxin-Ergotamintiter verfolgt wurde, habe ich in einer Reihe von 
Versuchen das Verhalten des letzteren geprüft. Hierzu wurde das eime 
Froschbein mit einer bestimmten Verdünnung eines frischen Infuses, 


1. = Min. en KIM. re ` l 


1 


70 
normal Durchströmung mit Secale 





02468 10Min 


Abb. 4. Gleichzeitige Durchströmung der beiden Obren eines Kaninchens. 

Adrenalin 1:10 Millionen, 0,3ccm im Normalzustand. Durchströmung des 

rechten Ohres mit einem 8 Tage alten Secaleinfus 0,04: 100.0, des linken Ohres 

mit frischem Secaleinfus 0,04:100,0. Das alte Infus schwächt die Wirkung 

wiederholt eingespritzten Adrenalins (0,3 1:10 Millionen, zuletzt 1:1 Millionen ) 
viel weniger stark ab. 


das andere Bein mit der gleichen Verdünnung eines Infuses aus der 
gleichen Droge, das jedoch 3, 4 und 8 Tage bei Zimmertemperatur 
(und zwar absichtlich ohne Kautelen gegen Infektion) gestanden hatte, 
durchströmt. Das alte Infus war weniger wirksam (Abb.4). Der 
Wirksamkeitsverlust betrug nach 8 Tagen etwa Zil bis 5/7 des Aus- 
gangswertes, d. h. um gleiche Wirkung zu erhalten, mußte das alte Infus 
in etwa zweimal stärkerer Konzentration gegeben werden wie das 
frische (Abb. 5). 

Das Infus ist also keine zweckmäßige Form der Secaledarreichung, 
wenn die Darreichung sich über längere Zeit erstrecken soll. 

Da aus Angaben von Broom und Clark zu entnehmen ist. dab 
Ergotamin-Ergotoxin aus dem Mutterkorn bei Zimmertemperatur nur 
dann vollkommen ausgezogen werden, wenn die Flüssigkeit sauer ist 


1) W. Wiechowski und H. Halphen, Verh. d. deutsch. pharm. Ges., 
Nr. 1, 1921, Nr. 2. 1922. 
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«ler wenn sie Alkohol enthält, so habe ich in weiteren Versuchen fest- 
astellt, ob sich in der Wirksamkeit des mit destilliertem Wasser oder 
des mit saurem bzw. alkoholischem Wasser hergestellten Infuses ein 
Unterschied am Froschgefäßpräparat nachweisen läßt. Salzsäure- 
zusatz (bis zum Py 4,4 des Filtrats) oder Zusatz von Alkali (bis zum 
bn 9,0 des Filtrats) hatte keinen sicheren Einfluß auf die Ergotamin- 
Ergotoxinmenge, d.h. ich konnte an diesen Infusen keinen sicheren 
Unterschied in der Wirksamkeit gegenüber dem mit destilliertem 
Wasser bereiteten Infus finden. Ebenso hatte der Auszug mit Alkohol 
Proz. (24 Stunden bei Zimmertemperatur) etwa die gleiche Wirkung 
wie das wässerige Infus (15 Minuten Siedetemperatur). 


Adrenalin 
2: 509060 1.800000 1.800000 1.800000 7:900999 


normal Í Durchstrómung mit Secale 





CG Ze ée d % 
Abb. 5. Wirkung von Adrenalin 1 : 800000, 0,3 ccm auf die Gefäße der beiden Frosch» 
beine im Normalzustand. Das linke Bein wird mit einem frischen Secaleinfus 0,04 : 100,0, 
das rechte Bein mit einem 8 Tage alten Secaleinfus 0,07 : 100,0 durchstrómt. Mehrmals 
Adrenalin 1:800000, zuletzt Adrenalin 1:80000 (je 0,3ccm): etwa gleich starke 
Abschwächung der Adrenalinwirkung auf beiden Seiten. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur Bestimmung des Ergotamin-Ergotoxin- 
titers des Mutterkorns und der Mutterkornpräparate beschrieben. Am 
Froschgefäßpräparat wird entweder die Konzentration des ergotamin- 
rgotoxinhaltigen Materials aufgesucht, die nach einstündiger Durch- 
strómung der Beine die Adrenalinempfindlichkeit auf !/,, herabsetzt, 
oder es werden beide Beine getrennt durchströmt, und die Wirksamkeit 
ler das eine Bein durchströmenden Mutterkornlósung wird mit der 
Wirksamkeit der das andere Bein durchströmenden Ergotoxin- oder 
Ergotaminlösung verglichen; als Maß der Wirksamkeit dient die anta- 
nistische Wirkung gegen die gefäßverengernde Adrenalinwirkung. 

Drei nach diesem Verfahren untersuchte Mutterkornpriparate 
hatten einen Titer von etwa 0,4 bis 0,6 mg Ergotoxin-Ergotamin pro 1 g. 
Beim Stehen der Infuse ist innerhalb 8 Tagen ein erheblicher Wirk- 
samkeitsverlust festzustellen. 


Kb 


Pharmakologische Auswertung 
des Ergotamingehaltes der Mutterkornpráparate des Handels. 


Von 


Joachim Mahn und Marc Reinert. 
(Aus dem pharmakologischen Institut zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1925.) 


Mit dem in der vorstehenden Arbeit Masudas beschriebenen Ver- 
fahren zur Auswertung des Ergotamintiters im Secale cornutum haben 
wir einige Secalepräparate des Handels untersucht. Diese Methode 
weist die spezifischen Mutterkornalkaloide Ergotoxin und Ergotamin 
am Froschgefäßpräparat derart nach, daß der Grad der durch die 
verschiedenen Secaleproben und -präparate bewirkten adrenalin- 
abschwächenden Wirkung verfolgt wird. Sie beruht «lso auf dem 
gleichen Prinzip wie die Methode der Untersuchung am Katzenblutdruck. 
der nach Ergotamin durch Adrenalin nicht mehr gesteigert wird, wie 
die Methode von Broom und Clark (1), die am ausgeschnittenen Ka- 
ninchenuterus die adrenalinabschwächende Wirkung der Mutterkorn- 
alkaloide zur Wertbestimmung heranzieht, und wie die Methode von 
Planelles (2), der zu gleichen Versuchen den Meerschweinchendünndarm 
benutzte. 

Mit der Broom-Clarkschen Methode untersuchte kürzlich Scheyg (3) 
einige Secalehandelspráparate auf ihren Ergotamintiter. Er fand 
große Unterschiede. Während Gynergen (= Ergotamintartrat) in 
der Konzentration 1:5 Millionen noch abschwächend oder aufhebend 
auf die Adrenalinerregung wirkte, und von Secalan-Golaz die Kon- 
zentration 1:200000 zur starken Hemmung oder Aufhebung der 
Adrenalinerregung genügte, war z. B. Secacornin selbst in der Kon- 
zentration 1: 100000, Ergotine Bonjeau in der Konzentration 1: 50000 
ohne Einfluß auf die Adrenalinwirksamkeit. Auch bei Versuchen 
an der Katze, bei denen die Adrenalinblutdrucksteigerung vor und 
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nach Ergotamin bzw. Mutterkornhandelspräparaten beobachtet wurde, 
erwiesen sich viele Handelspräparate als sehr minderwertig. 

Auf die zahlreicheren Auswertungen von Handelspräparaten am 
ausgeschnittenen Meerschweinchen- oder Katzen- und Kaninchen- 
uterus, bei denen aber nicht nur der Gehalt der spezifischen Alkaloide, 
sondern der Gesamigehalt an uteruserregenden Substanzen verglichen 
wurde, wird hier aus den in der Arbeit Masudas angeführten Gründen 
keine weitere Rücksicht genommen, da sie eben über den Gehalt an 
spezifischen Secalealkaloiden nichts aussagen können. 


Wir hielten uns in den folgenden Versuchen an das von Masuda 
beschriebene Verfahren. Aber nur in der ersten Versuchsserie wurde 
das Verfahren der getrennten Durchströmung der beiden Beine des 
Frosches ausgeführt. In dieser Serie wurde dann das eine Bein mit 
Ergotaminlösungen verschiedener Konzentration, das andere Bein mit 
Verdünnungen des Handelspräparats durchströmt und durch wieder- 
holte Adrenalineinspritzungen in die zufließende Flüssigkeit wurde 
geprüft, auf welcher Seite der adrenalinabschwächende Effekt der 
stärkere war. Nach Umstellen auf die Ergotamin- bzw. die Secale- 
präparatlösung wurden zunächst die vor dieser als wirksam befundenen 
Adrenalinmengen wiederholt gegeben, dann genau 1 Stunde nach 
dem Umstellen durch Einspritzen einer zehnmal größeren Adrenalin- 
menge nachgesehen, ob die Abschwächung bis auf über oder unter 
"ie der Anfangswirksamkeit gegangen war. Da wir später nicht ge- 
nügend große Frösche zur Verfügung hatten, mußten wir in den späteren 
Versuchen auf die Doppeldurchspülung verzichten. Es wurde an ver- 
schiedenen Froschpräparaten die Konzentration des Handelspräparats 
aufgesucht, die innerhalb 1 Stunde eine Abschwächung der Adrenalin- 
wirksamkeit auf */,, bewirkte. 


Untersucht wurden die Präparate Secacornin (Grenzach), Ergo- 
titin (Kahlbaum), Secalysat (Bürger), Clavipurin (Gehe) und Cornu- 
tinum ergoticum Bcmbelon (Finzelberg). 


1. Secacornin. Bei den Práparaten werden beide Beine getrennt 
durchstrómt, das linke mii der Secacorninverdünnung 1:175 bis 
1: 200, das rechte mit Ergotamintartratlösungen 1 : 1 bis 1 : 3,5 Millionen. 
Folgendes war das Ergebnis der im Januar und Februar angestellten 
Versuche: 

Versuch 1 bis 3. Links: Secacornin 1: 200, rechts: Ergotamin 1 : 1 Million. 


In allen drei Versuchen wirkte die Ergotaminlósung viel stärker adrenalin- 
abschwächend. 


Versuch 4. Links: Secacornin 1: 200, rechts: Ergotamin 1: 2 Millionen. 
Die Secacorninlösung wirkt erheblich schwächer. 

Versuch 5. Links: Secacornin 1:200, rechts: Ergotamin 1:2,75 Millionen. 
Die Secacorninlösung wirkt erheblich schwächer. 
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Versuch 6. Links: Secacornin 1:200, rechts: Ergotamin 1:3 Millionen. 
Die Secacorninlösung wirkt etwas schwächer 


Versuch 7T Links: Secacornin 1: 180, rechts: Ergotamin 1:3,5 Millionen. 
Die Secacorninlösung wirkt etwas schwächer 


Versuch 8 Links: Secacornin 1:175, rechts: Ergotamin 1: 3,25 Millionen. 
Die Secacorninlösung wirkt ebenso stark wie die Ergotaminlósung adrenalin- 
abschwächend 


Es enthält also l cem Secacornin ungefähr 0,054 mg Ergotamin-Eryo- 
toxin Da Leem Secacornin 4g Droge entsprechen sollen, ergibt sich also 
ein sehr geringer Ergotamingehalt, denn in 4g Secale sind nach Masuda 
rund 2mg Ergotamin enthalten! 


Zum Vergleich mit den Ergebnissen der Untersuchung der anderen 
Mutterkornpräparate sei der Grad der durch die Secacorninlösungen be- 
wirkten Adrenalinabschwächung mitgeteilt. Die Lösungen 1: 200 schwächten 
viermal nicht ganz auf ie, einmal auf genau Ti, einmal auf etwas über 
io 8b. Bei 1:175 bzw. 1:180 war die Abschwächung Lin bzw. nicht 
ganz !/io 


2. Ergotitrin. Die im Februar angestellten Versuche ergaben folgendes. 


Ergotitrin 1: 200 hat überhaupt keine abschwächende Wirkung auf 
die Adrenalinverengung. 


Ergotitrin 1: 100 hat überhaupt keine abschwächende Wirkung auf 
die Adrenalinverengung. 


Ergotitrin 1:50 hat eine sehr geringe abschwächende Wirkung. 
Ergotitrin 1: 30 hat eine sehr geringe abschwächende Wirkung, lange 
nicht bis auf Lie der Normaladrenalinwirkung. 


Ergotitrin 1:15 schwächt die Adrenalinwirkung in einer Stunde 
auf ji ab. 


Ergotitrin enthält also außerordentlich wenig von den spezifischen Mutter- 
kornalkaloiden Ergotamin-Ergotoxin. Da nach Masuda die Konzentration 
von 1:4 Millionen Ergotoxinphosphat oder Ergotamintartrat die Adrenalin- 
empfindlichkeit des Froschpräparates in 1 Stunde auf !/,, herabsetzt, 
beträgt der Gehalt des Ergotitrins an Ergotamin (Ergotoxin) nur etwa 
0,0037 mg Ergotamin-Ergotoxin. 


3. Secalysat. Die im März ausgeführten Versuche ergaben folgendes: 
Secalvsat 1:50 


7 1: 100 | schwächt die Adrenalinwirkung auf weit unter 
ek 1: 200 Ed ab. 

1: 400 

l: éi schwächt die Adrenalinwirkung auf wesentlich 

1: 1200 unter Line der Anfangswirkung ab. 

1: 1500 p 

1: 2000 schwächt auf etwas mehr als ii ab. 

LI: 2200 schwächt auf iaa ab! 

1: 2500 schwächt nieht bis auf Tue ab. 


Secalysat hat also einen viel höheren Ergotamintiter als Secacornin oder 
Erqotitrin, denn l-cem hat die adrenalinabschwächende Wirksamkeit von 


etwa 0,54 mg Ergotamin, d. h. Icem hat den Ergotamingehalt von lg 
Secaledroge. 
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4. Clavipurin. Die elf im Juni ausgeführten Durchströmungsversuche 
ergaben folgendes: 


: 200 


pu” 


schwächt die Adrenalinwirkung auf weit unter !/, „ab. 


:1500£ schwächt die Adrenalinwirkung auf erheblich unter !/,, ab. 
: 1500 
: 2500 
: 3000 


Clavipurin hat also einen hohen Ergotamintiter. 1 ccm hat die adrenalin- 
abschwächende Wirksamkeit von etwa 0,6 mg Ergotamintartrat (da 1: 2500 
Clavipurin ebenso stark abschwächend wirkt wie 1: 4 Millionen Ergotamin- 
tartrat. Dieser Befund entspricht den Angaben der Firma, daß Clavipurin 
den Gehalt des Gynergens (Y, pro Mille Ergotamintartrat) habe. 


.. .. .. e 
emm 


schwächt die Adrenalinwirkung nicht ganz auf !/,, ab. 


5. Cornutinum ergoticum Bombelon (Einzelberg). Bei den im Juli 
ausgeführten Durchströmungen fand sich folgendes: 


Bombelon 1: 200) schwächt die Adrenalinwirkung auf weit unter 
u 1: 300 Lie ab. 

: 500 schwächt die Adrenalinwirkung nicht auf etwa !/,¿ ab. 

: 500 schwächt die Adrenalinwirkung nicht auf !/,, ab. 

: 800 1 schwächt die Adrenalinwirkung lange nicht auf 

: 1000| Lie ab. 


lIccm Bombelon hat also den niedrigen Ergotamintiter von etwa 0,075 mg. 


. 
. 
ke ` ke ` kend ` keen 


Wir konnten also nachweisen, daß der Ergotamintiter der unter- 
suchten Handelspráparate sehr starken Schwankungen unterliegt. 
Denn je Iccm der verschiedenen Präparate hatte die annähernde Wirk- 
amkeit von 0,054, 0,0037, 0,54, 0,6 bzw. 0,075 mg Ergotamintartrat. 
Die bestwirksamen Präparate haben einen Ergotamingehalt, der dem 
des Secale nahe steht, das mindest wirksame aber nur etwa 1/29) so viel! 
Damit soll natürlich nichts über den therapeutischen Wert gesagt 
werden. Das ergotaminarme Secacornin enthält z. B. nach Planelles 
auffallend viel Histamin, ebenso dürfte im Ergotitrin, das aus gegorenem 
Necale bereitet wird, viel Histamin enthalten sein, d. h. beide Präparate 
mögen bei schwacher Ergotaminwirkung eine gute Histaminwirkung 
uf den Uterus entfalten. Aber solange nicht einwandfrei bewiesen 
st, daß das Secale selbst seine Utecuswirksamkei¿ vorwiegend einem 
Gehalt an Histamin verdankt, es vielmehr als sicher stehend betrachtet 
werden muß, daß frische Secaledroge überhaupt keine in Betracht 
kommenden Histaminmengen enthält, können die ergotaminarmen 
“calepräparate nicht als vollwertige Secalepräparate bezeichnet 
werden. 
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Zusammenfassung. 


Die untersuchten Secalehandelspräparate zeigten bei pharma- 
kologischer Auswertung ihres Ergotamintiters ungemein starke Unter- 
schiede. 

Literatur. 
1) W. 4. Broom und .4. J. Clark, Journ. of Pharm. exper. Therup. 


22, 59, 1923. — 2) J. Planelles, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 105, 38. 
1925. — 3) K. E. Schegg. Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 45, 368. 1925. 


Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen fand A. Braun (Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 108, :104, 1925) am Kaninchenuterus für 
Clavipurin den gleichen Ergotamintiter von 0,68 mg pro Leem. und 
Rothein (Zentralbl. f. Gyn. 1925, Nr. 17), der im Clavipurin etwas 


weniger Ergotamin nachweisen konnte, erkannte die Ergotaminarmut 
des Ergotitrins. 


Zur Frage des Menotoxins. 


Von 
Karl Klaus. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Karls-Universitát in Prag.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1925.) 


Der Glaube, daß das menstruierende Weib giftige Stoffe aus 
seinem Körper ausscheide, war und ist größtenteils noch heute tief 
in den Sitten aller Völker eingebürgert. Auch in religiösen Vorschriften 
können wir Spuren dieses Aberglaubens bis auf unsere Tage verfolgen. 
Auf die ethnographischen Einzelheiten, die für sich sehr interessant 
sind, soll in dieser Arbeit nicht näher eingegangen werden. Die näheren 
Angaben darüber sind in den anthropologischen Werken zu finden. 
Die wissenschaftliche Medizin neuerer Zeit konnte lange keinen klaren 
Standpunkt zu diesen Behauptungen finden. In der modernen Gynä- 
kologie finden wir zuerst in allerletzter Zeit spärliche Arbeiten, die 
dieses Thema besprechen. 


Der erste, welcher die Angaben des Volkes auf wissenschaftlichem 
Wege einer experimentellen Untersuchung unterzogen hat, war der Wiener 
Pädiater Prof. Schick (1920). Auf Grund seiner Beobachtungen, daß frisch 
geschnittene Blumen in den Händen der Menstruierenden rascher und 
intensiver welken als in den Händen der Nichtmenstruierenden, kam er 
zu dem Schlusse, daß im Hautsekret einer menstruierenden Frau ein gewisser 
Stoff vorhanden sein muß, der auf die Blumen toxisch wirkt und sie zum 
frühzeitigen Welken bringt. Diesen Stoff nannte er „Menotoxin‘‘. Seitdem 
wurde diese Anschauung von der Giftigkeit des Menstruationsschweißes 
auf gewisse wissenschaftliche Basis gestellt und hat allmählich den Weg 
in das moderne ärztliche Denken gefunden. 

H. Sänger hat die Versuche, welche ursprünglich Schick angestellt hat, 
wiederholt. Die Versuche mit den Blumen fielen negativ aus. In zahlreichen 
Fällen hatte er den weißen Mäusen Menstrualblut, Venenblut und Urin 
menstruierender Frauen intraperitoneal eingespritzt und nie eine schädigende 
Wirkung gesehen. Auf Grund seiner Versuche kommt er zu dem Schlusse, 
daß wir nicht berechtigt sind, von einem spezifischen Menstruationsgifte 
zu sprechen. 

Frank hat in der Prager Findelanstalt die Schickschen Versuche 
m der Milch der menstruierenden Ammen angestellt, in der Hoffnung, 
dadurch die Störungen der Säuglinge, welche sich regelmäßig während der 
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Periode ihrer Ammen einstellen, erklären zu können. Die Resultate waren 
nicht überzeugend. Trotzdem hält Autor als erwiesen, daß während der 
Menstruation tatsächlich gewisse toxische Stoffe in die Milch gelangen, 
welche wahrscheinlich die Verdauungsstörungen und Gewichtsabnahne 
der Kinder verursachen. Die Versuche mit Bacterium typhi und mit Para- 
maecien waren vollständig negativ. Die Milch der Menstruierenden übte 
keine schädigende Wirkung auf ihre Lebenstätigkeit. 


Sieburg und Patschke (1923), von den Versuchen Schicks ausgehend. 
stellten sich die Aufgabe, den Stoff, welcher von Schick als Menotoxin be- 
zeichnet wurde, durch eine pharmakologische Methode unter Benutzung 


. isolierter tierischer Organe näher zu charakterisieren und über die quanti- 


tativen Verhältnisse des Menstruationsstoffwechsels eine nähere Vorstellung 
zu gewinnen. Sie benutzten den Schweiß von acht Gonorrhoemädchen 


-während und außerhalb der Menstruationszeit. Als Kontrolle dienten 


18 nicht menstruierende Frauen. Testobjekte: Kaninchendünndarm und 
das Froschherz an der Straubschen Kanüle in Tyrodelösung. Die Resultate 
sind die folgenden: im Hautsekrete der Menstruierenden findet sich ein 
parasympatisch wirkender Stoff, welcher der Muscaringruppe angehört. 
Die Autoren denken in erster Reihe an Cholin. Auf den qualitativen, 
chemischen Nachweis, der wegen der sehr geringen Menge wenig aussichts- 
reich erschien, haben die Autoren verzichtet und begnügten sich mit den 
vergleichenden pharmakologischen Untersuchungen. Durch Vergleich mit 
künstlich bereiteten standarden Cholinchloridlösungen glaubten sie be- 
haupten zu können, daß während der Menstruation der Cholingehalt im 
Schweiße 80 bis 100 mal vermehrt ist im Vergleiche mit dem Intermenstruum. 
Auf ein Liter Schweiß berechnet, beträgt die Menge 400 bis 800 mg Cholin. 
(Im Intermenstruum 2 bis 4 mg bzw. 4 bis 8 mg pro Liter.) Im Serum soll 
das supponierte Cholin bei der Menstruation durchschnittlich 8,6mal 
vermehrt sein, also auf 1 Liter berechnet: in Intermenstruum 0,5 bis 8 mg, 
bei der Menstruation 4,3 bis 66,4 mg pro Liter. 


Polano und sein Mitarbeiter Dietl haben sich die Frage gestellt „welchen 
Einfluß übt dieselbe Frau während und außerhalb der Menstruation auf 
die Gärung einer bestimmten Hefeart aus‘. Sie haben ihre Versuche so 
angestellt, daß sie die Hefe mit den Endgliedern der ersten drei Finger 
kneten ließen. Die Dauer des Knetens betrug durchschnittlich 10 Minuten. 
Dann brachten sie die Hefe in einen Apparat, wo die Gärkraft gemessen 
wurde. Die Resultate formulieren sie folgendermaßen: ‚Zur Zeit der Men- 
struation bewirkt das Hautsekret der Frau in allen Fällen eine Beeinflussung 
der Hefegärung‘‘. Durch Vergleichen der Resultate, die mit Nichtmenstru- 
ierenden und dann mit Männern gewonnen wurden, gelangen sie zu dem 
Schlusse, „daß in der Wirklichkeit gar kein Grund besteht, ein besonders nur 
den Menstruierenden zukommende. Gift als Ursache für die veränderte 
Gärung anzusprechen. Es ist zwar möglich, daß von Sieburg und Patschke 
supponiertes Cholin mitwirken kann, aber im Hautsekrete wurde auch 
Kreatinin nachgewiesen, und so liegt der Gedanke nahe, daß neben dem 
Cholin auch Kreatinin sich als summierender Faktor auf der Beeinflussung 
der Hefegärung beteiligen kann. `. Und ähnliche Stoffe gibt es sicherlich 
noch in reichlicher Menge im Hautsekret*, Die Autoren kommen also zu 
der Annahme, daß ‚die während der Periode vorhandene stärkere Ab- 
sonderung von Stoffen, die schon normalerweise im Hautsekrete vorhanden 
sind, allein genügt, um den Einfluß der Menstruierenden auf die Hefe- 
gärung zu erklären, und daß keine Veranlassung vorliegt, hierbei zu einem 
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unbekannten Menotoxin seine Zuflucht zu nehmen“. Es handelt sich also 
um eine Verbindung verschiedener Hautsekrete, welche besonders wirksam 
ist, und erklärt völlig den verschiedenen Einfluß der Hände der Menstru- 
jerenden auf die Hefegärung. 

Labhardt (Basel) ließ die Resultate von Sieburg und Patschke auf dem- 
selben pharmakologischen Wege nachprüfen. Es ergab sich, daß die men- 
struierende Frau zwar mehr Cholin ausscheidet, als die nichtmenstruierende, 
daB aber die Werte so stark divergieren, daß im Einzelfalle die menstru- 
ierende nicht mehr Cholin als eine andere Frau außerhalb des Menstruations- 
zustandes hat. Auch Männer haben in ihrem Schweiße zum Teil ebensoviel 
Cholin wie menstruierende Frauen. Daraus ist wohl ersichtlich, daß das 
Cholin nicht das Menstruationsgift sein kann, jedenfalls nicht das einzige. 

Wenn man die Resultate, welche durch alle diese Arbeiten ge- 
wonnen wurden, vergleicht, so ist es auffallend, wie stark sie divergieren, 
ja manchmal schroff gegenüberstehen. Der Grund dafür liegt meiner 
Meinung nach in der Verschiedenheit der Methoden, welche angewandt 
wurden. Es sind das größtenteils Methoden, die schon wegen ihrer 
Natur unmöglich machen, präzise und sichere Schlüsse, wie über quanti- 
tative Verhältnisse, so hauptsächlich über die qualitativen Eigen- 
schaften der Stoffe, welche eventuell als Menotoxin angesprochen 
werden, zu gewinnen. Es soll gesagt werden, daß es fraglich erscheint, 
ob bei der Anwendung einer biologischen oder pharmakologischen 
Methode sichere Schlüsse über die chemische Zugehörigkeit und Eigen- 
schaften gewisser Stoffe im menschlichen Schweiße bzw. Hautsekret 
gezogen werden können. Die chemischen Verhältnisse im menschlichen 
Schweiße bzw. Hautsekret liegen nicht so einfach. Im menschlichen 
Hautsekret liegt oder bildet sich eine ganze Reihe von Stoffen, welche 
sich pharmakologisch identisch charakterisieren lassen und die man 
durch eine biologische Methode voneinander nicht trennen und einwand- 
frei beweisen kann. Das gilt in erster Reihe von der andererseits sehr 
verdienstvollen Arbeit Sieburgs und Patschkes, welche den Ausgangs- 
punkt meiner eigenen Arbeit bildet und welcher deswegen eine nähere 
Aufmerksamkeit gewidmet werden soll. Bei der Methodik, welche 
Sieburg und Patschke angewandt haben, können sie nicht die Teilnahme 
des Talgdrüsensekrets der Haut ausschließen. Bei solcher Temperatur, 
welche 100% C und mehr erreicht, kann man nicht die Zersetzung der 
Phosphatide bzw. Lecithine aus den Talgdrüsen verhindern. Die 
Autoren haben es unterlassen, die Teilnahme des aus Phosphatiden 
abgespaltenen Cholins durch die Proben auf organischen Phosphor 
bzw. Glycerinphosphorsäure zu bestätigen oder auszuschließen. Es 
läßt sich weiter nicht von der Hand weisen, ob das eventuell anwesende 
Cholin die hohe Temperatur aushält, ohne in Glykol und Trimethy]- 
amin zu zerfallen. Es ist dann möglich, daß der Stoff, welcher von 
Sieburg und Patschke pharmakologisch supponiert wurde, durch eine 
sekundäre Synthese vom ursprünglichen Cholin, welches als freie Base 
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anwesend war, entstanden ist, unter Beteiligung vom Material, welches 
die Phosphatide des Hautsekrets geliefert haben. Dieser Umstand 
macht dann jede quantitative Berechnung illusorisch. Die auffallend 
hohen Zahlen, welche Sieburg und Patschke bekommen haben, erregen 
dringend diesen Gedanken. Dasselbe gilt auch für die im Serum ge- 
wonnenen Zahlen. Der Beweis von der Identität des supponierten 
Stoffes mit Cholin wurde von den Autoren nicht erbracht. Wahr- 
scheinlicher beziehen sich diese Zahlen auf die gesamten Stoffe oder 
ihre Zersetzungsprodukte im menschlichen Schweißc, die sich durch 
die parasympathische Wirkung auszeichnen, im besten Falle auf das 
Gesamtcholin (freies Cholin + Lecithincholin). Die Folgerungen, die 
Sieburg und Patschke aus ihrer Arbeit ziehen, können sie bei ihrer 
Arbeitsmethode nicht einwandfrei beweisen. Der qualitative Nachweis 
der Stoffe im menschlichen Schweiße kann zweifellos nur auf chemischem 
Wege erbracht werden. 


In älteren Literaturangaben finden wir, daß das sogenannte 
Autonomin Cholin sein könnte. Duech die Arbeiten von Maryan, 
Franke, Ziembicki, Eppinger, Hess, Wutz, Friedberg, R. L. Müller, 
Aschner, Novak u. a. wurde festgestellt, daB die nervósen Störungen, 
welche bei der menstruierenden Frau auftreten, auch unter normalen 
Verhältnissen auf der erhöhten Reizung des parasympathischen Systems 
beruhen. M. Franke hat für diesen Zustand den Terminus ,,Vagotonia 
intermittens menstrualis‘“ geschaffen. Andere sprechen von einer 
., Vagotonia menstrualis'* oder von einer ,,vagotonischen Disposition“. 
Diese Arbeiten, dann die experimentelle Arbeit Formáneks, welche sich 
eingehend mit der Einwirkung des Cholins auf den Blutkreislauf be- 
schäftigt und in welcher auf die Vaguswirkung des Cholins zuerst auf- 
merksam gemacht wurde, dann die Ergebnisse der pharmakologischen 
Versuche von Sieburg und Patschke, lenkten meine Aufmerksamkeit 
zum Cholin. Ich stellte mir die Frage, ob es nicht möglich wäre, diese 
sogenannte ,,Vagotonia menstrualis‘‘ durch ein vermehrtes Auftreten 
von Cholin oder von irgend einer anderen, parasympathisch wirksamen 
Substanz im Körper der Menstruierenden zu erklären. Wenn man 
jedoch annehmen will, daß diese Nervenstörungen durch vermehrte: 
Auftreten von Cholin verursacht sind, muß man sich darüber klar 
sein, daß Cholin nur im freien Zustande, als freie, im Körper zirku- 
lierende Base, pharmakologisch bzw. toxisch wirksam ist. In quanti- 
tativer Hinsicht können wir daher nur mit jenem Quantum von Cholin 
rechnen, welches wir als freie Base isoliert haben. Daher ist das Aus- 
schließen von Phosphatiden bzw. Lecithinen von größter Wichtigkeit. 
Aus dem Grunde müssen wir eine solche Methode wählen, welche 
uns die Möglichkeit bietet, Cholin als freie Base zu isolieren und die 
Zersetzung der Lecithine zu verhindern. 


Zur Frage des Menotoxins. 45 


Es ist eine schon längst bekannte Tatsache, daß mit dem 
Schweiße schädliche Stoffe den menschlichen Körper verlassen, 
daB also den Schweißdrüsen neben der sekretorischen auch die 
exkretorische Fähigkeit zukommt. Der Gedanke, daß bei der 
Menstruation gewisse Stoffe mit dem Schweiße aus dem Körper 
ausgeschieden werden, welche für die Menstruation entweder in 
qualitativer oder quantitativer Hinsicht charakteristisch sein könnten, 
stößt vom physiologischen Standpunkt aus auf keine Schwierigkeit 
und ist durchaus zulässig. 


Auf Veranlassung meines Chefs habe ich mich entschlossen, den 
Schweiß bzw. das Hautsekret der Menstruierenden einer chemischen 
Analyse zu unterziehen. Wie schon oben gesagt, habe ich in erster 
Reihe an Cholin gedacht. Seine Anwesenheit im Schweiße haben 
Sieburg und Patschke durch die pharmakologische Methode supponiert. 
Von dem chemischen Nachweis des Cholins im menschlichen Schweiße 
konnte ich in der Literatur keine Angaben finden. 


Die Methodik, mit welcher ich arbeitete, war die folgende: 


Der Schweiß wurde einen Tag vor oder am ersten Tage der Men- 
struation entweder von gesunden oder leicht kranken Personen ge- 
wonnen. Die Frauen, bei welchen die nervösen Erscheinungen bei 
der Menstruation stark ausgeprägt waren, haben wir mit Rücksicht 
auf spätere klinische und experimentelle Versuche und aus der theo- 
retischen Erwägung bevorzugt. Allen diesen Frauen wurde die Unter- 
bauchgegend in der Mittellinie zwischen Nabel und Symphyse mit 
lauem Wasser und Seife, dann mit Alkohol urd Äther gereinigt. Die 
Mulltupfer, welche wir gebrauchten, waren 17x 12cm groß. Sie 
wurden vor dem Anlegen im Extraktor mit Äther extrahiert und dann 
im Alkohol und destillierten Wasser ausgewaschen und getrocknet. 
Mit 60 Mulltupfern wurde ein Leerversuch durchgeführt, um festzu- 
stellen, ob eventuell nicht Lecithine oder Choline pflanzlichen Ursprungs 
anwesend sind. Dieser Versuch mit extrahierten Mulltupfern blieb 
vollständig negativ. Die auf diese Weise präparierten Tupfer haben 
wir auf der Haut immer 15 Minuten liegen gelassen. Von der Gewinnung 
des Schweißes aus anderen Gegenden, so z. B. aus der Brustgegend 
oder aus der Achselhóhle, wurde trotz der reichlichen Schweiß- 
absonderung in diesen Regionen Abstand genommen, um die Verun- 
reinigung des Schweißes durch das Sekret der Talgdrüsen tunlichst 
zu vermeiden. Um die physiologischen Verhältnisse möglichst einzu- 
halten, wurde von Darreichung der schweißtreibenden Mittel ab- 
gesehen. Die Tupfer, in welche der Schweiß aufgesogen wurde, brachten 
wir direkt vom Körper in 75proz. Alkohol, um eventuell bakterielle 
Zersetzung des Schweißes zu verhindern. Die chemischen Verhältnisse 
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im Schweife kónnen durch bakterielle Tátigkeit binnen sehr kurzer 
Zeit intensiv verändert werden. Im Alkohol wurden die Tupfer 
48 Stunden gelassen. Nach dieser Zeit wurde der Alkohol abgegosen 
und im Vakuum bis auf ungefähr 25 ccm abdestilliert. Um die Zer- 
setzung der Lecithine und Phosphatide zu vermeiden, haben wir nie 
40° C überschritten. Dann wurde die Probe auf die Glycerinphosphar- 
säure, welche in Alkohol löslich ist, vorgenommen. Es ist mir nic ge- 
lungen, Phosphor nachzuweisen, ein Beweis, daß Phosphatide, die 
eventuell anwesend wären, unzersetzt geblieben sind. Das weitere 
Abdampfen bis zur Trockne wurde bei gewöhnlicher Temperatur 
im Vakuum über Schwefelsäure ausgeführt. Der Rückstand wurd 
dann mit Äther aufgenommen und zwecks Entfernung des Lecithins 
und der Fettsubstanzen wiederholt extrahiert, wobei das in Äther 
unlösliche Cholin zurúckblieb. Dann wurde der Rückstand mit 
etwa 30 ccm destillierten Wassers aufgenommen, filtriert und das 
Filter mehrmals mit Wasser durchgewaschen. Das gewonnene, 
fast klare Filtrat wurde dem weiteren Abdampfen im Vakuum: 
exsikkator über Schwefelsäure überlassen und etwa auf 10cm: 
abgedampft. Zu dieser Menge wurden 2 bis 3cem Platinchlorid- 
lösung zugefügt und mit 1 Tropfen Salzsäure schwach angesäuert. 
Dann wieder im Vakuum abgedampft. Nach 24 bis 36 Stunden 
schieden sich die ersten Kristalle aus. Die Kristalle wurden dann 
möglichst quantitativ in einen gewogenen Filtrationstiegel über- 
tragen und mehrmals mit Äther ausgewaschen. Das gewonnene 
Material wurde im Vakuum über Schwefelsäure getrocknet und 
dann gewogen. 

Die Kristalle stellen schmale orangegelbe Nadeln dar, welche 
dem rchombischen System angehören. Sie sind in Äther, absolutem 
Alkohol und Chloroform unlöslich, in destilliertem, besonders warmem 
Wasser sehr leicht löslich; die wässerige Lösung ist gelbrot und durch- 
sichtig. Manchmal bekamen wir schöne rote Täfelchen und Prismen. 
welche dachziegelartig oder treppenförmig aufeinander lagen und nit 
kleinen aufgesetzten Pyramiden endeten. Durch diesen Dimorphismus, 
welcher für Cholinplatinchlorid charakteristisch sein soll, wurde die 
Annahme, daß diese Kristalle dem Cholin angehören, wahrscheinlich. 
Auch später wurde dieser Dimorphismus bei dem wiederholten Um- 
kristallisieren des gesamten Materials mehrmals beobachtet und sehr 
klar bewiesen. Die definitive Entscheidung haben wir jedoch der 
qualitativen Analyse überlassen. 

Die Kristalle, welche zwecks Identifizierung gesammelt wurden. 
stammen von 52 menstruierenden Frauen und wurden aus 360 Mull- 
tupfern in oben beschriebener Weise gewonnen. Das Gewicht der 
Kristalle beträgt 416,7 mg. 
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Tabelle I. 


Bei der Analyse des Präparats gefunden: 





Gefunden Theorie) 
Proz. Proz. 
Llao a ee a . 31,64 31,68 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. . . 4,56 | 4,54 


* Zur theoretischen Berechnung wurde das Cholinplatinchlorid (C,;,H,,OCI)PtCl,, Moles 
` kulargewicht 616,212 laut Int. Atom. Weights 1925, genommen. 


Es wurde also festgestellt, daß tatsächlich Cholinchlorplatinat 
vorliegt. : 
Um eine approximative Vorstellung von den quantitativen Ver- 
háltnissen der Cholinausscheidung im Schweiße der Menstruierenden 
zu gewinnen, haben wir folgende vergleichende Untersuchungen an- 
gestellt: Der Schweiß wurde in drei Gruppen untersucht. In der 
ersten Gruppe befanden sich 12 Frauen, einen Tag vor oder am ersten 
Tage der Menstruation. In der zweiten Gruppe wurden 12 solche 
Frauen eingeteilt, welche sich 14 bis 15 Tage nach dem ersten Tage 
der letzten Menstruation befanden. In der dritten Gruppe waren 12 leicht 
kranke Männer. Von jeder Person wurde der Schweiß in fünf Mull- 
tupfern so gewonnen, daß wir in jeder Kategorie 60 Mulltupfer zur 
Untersuchung bekamen. 


Bei der Untersuchung dieser drei Kategorien wurden erhebliche 
Unterschiede in der Menge des ausgeschiedenen Cholins gefunden 


is. Tabelle IT). 














Tabelle IT. 
B Cholinplatin- Freies Cholin 
Kategorie + chlorid in mg berechnet in mg 
: | A RE Dt A A A a ne 
Menstruierende Frauen. ...... keg. 73 28,69 
Frauen 14 Tage nach der Menstruation. . | 1,5 | 0,59 


Manner e as a o S | Spuren ` — 

Der Unterschied zwischen dem menstruierenden Weibe und dem 
Weibe außerhalb des Menstruationszustandes ist auffallend groß. 
Selbstverstándlich kann man nicht genug unterstreichen, daß wir bei 
diesen Berechnungen nur sehr approximative Werte bekommen, die 


bei verschiedenen Individuen großen Schwankungen unterworfen sind. 


Die Differenz zwischen nichtmenstruierenden Frauen und Männern 
ist wahrscheinlich bedingt durch die Schwankungen des Cholingehaltes 
im Blute und im Schweiße, die bei der Frau vielleicht größer sind als 
bei dem Manne, vielleicht auch dadurch, daß das niedrigste Niveau 
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des Cholingehaltes nicht bei allen Frauen an demselben Tage nach 
der Menstruation fállt. 

Durch das wiederholte Wägen der Mulltupfer hat sich gezeigt. 
daß durchschnittlich ein Tupfer 1,5 g (0,3 bis 2,8 z) Schweiß enthält. 
Sieburg und Patschke geben 3 bis 15 g an. Diese hohen Zahlen werden 
bei der Verwendung des elektrischen Lichtbades, wie auch wir bestätigen 
können, erreicht. Weil wir aber möglichst physiologische Verhältnisse 
beibehalten wollten, haben wir, wie schon oben gesagt, von diesen 
Mittel abgesehen. Die kleine Menge von Schweiß, welche wir als Grund 
unserer Berechnungen nehmen, scheint den natürlichen Verhältnissen 
näher zu sein als die hohen Zahlen der genannten Autoren. 

Bei dem spezifischen Gewicht des Schweißes, 1003 bis 1005, ge- 
langen wir zu den in Tabelle IV angeführten Zahlen: 








Tabelle IV. 
| Cholinmenge in mg auf 1 Liter 
Kategorie chweiß berechnet 
Menstruiererde Frauen. . . 2.2 22.2.0. | 318 
Frauen 14 Tage rach der Menstruation. . 6,5 


Hiernach scheidet die Frau einen Tag vor oder am ersten Tag 
der Menstruation durchschnittlich 48,9mal mehr Cholin in ihrem 
Schweiße aus als im Intermenstruum. (Die hohen Zahlen, die Stebura 
und Patschke bekommen haben, können wir uns dadurch erklären. 
daß durch die pharmakologische Methode wahrscheinlich das Gesamt- 
cholin und alle im Schweiße anwesenden parasympathisch wirksamen 
Substanzen gemessen wurden.) 

Nachdem durch chemische Analyse festgestellt wurde, daß Cholin 
tatsächlich im menschlichen Schweiße vorkommt, und wir eine Vor- 
stellung gewonnen haben über die quantitativen Verhältnisse der 
Cholinausscheidung bei der Menstruation, wurden die Versuche mit 
Blumen angestellt. 

Wir haben mit zwei Arten von Blumen gearbeitet. In der ersten 
Gruppe befanden sich Pflanzen, die gegen toxische Einflüsse resistent 
sind: 1. Psilotum triquetrum, 2. Selaginella viticulosa, 3. Rheo tra- 
descantia, 4. Oplismenium undulatum. In der zweiten G:uppe waren 
wenig resistente Blumen: 1. Convalaria majalis, 2. Narcisus poeticus. 
3. Hyacynthus orientalis. 

Alle diese Blumen wurden in (künstliche) Lösungen von Cholin- 
chlorid gebracht, welche in Konzentrationen von 1:1000, 1:2500. 
1: 5000 hergestellt wurden. Daneben Kontrollversuche mit frischem 
Wasser, welchem ein Stück Kupfer beigegeben wurde, um das Vor- 
kommen von Algen zu verhindern. Durch diese Versuche wurde fest- 
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gestellt, daß das Cholin an dem Welken der Blumen keine Schuld trägt, 
jedenfalls nicht die einzige. Auch in derartig konzentrierten Lösungen, 
welche unter physiologischen eventuell pathologischen Zuständen nie 
im menschlichen Körper vorkommen, konnte ein wesentlicher Unter- 
schied weder im positiven, noch im negativen Sinne zwischen den 
Cholinblumen und Kontrollblumen beobachtet werden. Es muß sich 
daher bei den Versuchen, wie sie Schick angestellt hat, um andere 
Faktoren im menschlichen Schweiße handeln, als um Cholin. Ich 
möchte hier nur auf die Stoffe, welche schon normalerweise im Schweiße 
vorkommen, wie Harnstoff, fettsaure Alkalien, Chloralkalien usw. hin- 
weisen. Dann kann man nicht auch die Wirkung des Ammoniaks und 
anderer übelriechenden Substanzen ausschließen, welche durch bak- 
terielle Zersetzung des Schweißes entstehen bzw. frei werden. Auf diese 
Möglichkeit hat in letzter Zeit auch Polano aufmerksam gemacht. 


Die Frage, ob das Cholin mit dem Menotoxin, wie es Schick auf- 
faßt (toxische Wirkung auf die Blumen), identisch sei, muß ich auf 
Grund der Versuche von Sänger, Labhardt und auf Grund unserer 
eigenen Versuche, teilweise auch der Versuche Polanos und Franks 
verneinen. Das Welken der Blumen, wenn es auch bei der Menstruation 
noch so intensiv vor sich geht, kann nicht allein durch die vermehrte 
Cholinabsonderung während der Menstruation erklärt werden. Hier 
stehen eher, wie schon oben gesagt, die Stoffe, welche auch bei den 
normalen Zuständen im Schweiße vorhanden sind, im Spiele. Daß 
diese Stoffe bei der Menstruation in vermehrter Menge vorkommen, 
darf nicht wundernehmen, indem es schon lange bekannt ist, daß der 
Körper während der Menstruation sich im Zustande ener erhöhten 
Sekretions- und Exkretionstätigkeit befindet. Die Schweiß- und Talg- 
drüsen werden sicher keine Ausnahme bilden. 


Was bei dem Vergleich der gewonnenen Werte am meisten in die 
Augen fällt, ist die große Differenz zwischen dem Cholingehalt des Men- 
struationsschweißes und des Schweißes im Intermenstruum. Diese 
intensive Cholinausscheidung bei der Menstruation ist zweifellos bedingt 
durch den erhöhten Cholingehalt des Blutes in dieser Zeit!). Die 
pharmakologischen Untersuchungen haben bewiesen, daß schon die 
normale Menstruation mit dem erhöhten Tonus des parasympathischen 
Nervensystems einhergeht. Dieser Zustand wurde deswegen als ,,vago- 
tonische Disposition‘ bezeichnet. Cholin, pharmakologisch genommen, 
ist eine ausgezeichnet wirksame vagotrope Substanz (die obere Wirkungs- 
grenze des Cholins liegt ungefähr bei der Verdünnung 1:10000, für 


1) Inzwischen ist es uns gelungen, in dem Venenblute der Men- 
struierenden Cholin in Form eines Cholinperjodids zu isolieren. Im Kontroll- 
blute wurde Cholin nie gefunden. Diese Versuche werden noch fortgesetzt. 
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Acetylcholin bei 1: 1000000000!). Könnte man nicht diesen erhöhten 
Tonus des parasympathischen Systems wáhrend der Menstruation 
durch eine physiologische, periodisch wiederkehrende Cholinámie er- 
kláren? Ich stelle mir vor, selbstverstándlich mit voller Reserve, 
daß die nervösen Formen der funktionellen Dysmenorrhöe bei den 
sogenannten vagotonischen Individuen durch eine pathologische 
Hypercholinämie bei dem gleichzeitig geschwächten Nervensystem 
bedingt sind. In diesem Sinne könnte man das Cholin als Menotoxin 
auffassen. 

Das sind aber Fragen, welche mit chemischen Methoden nicht 
gelöst werden können. Eine genauere Antwort können die experi- 
mentellen und klinischen Untersuchungen geben. 


Zusammenfassung. 


1. Das Cholin wurde zum erstenmal im menschlichen Schweiße 
chemisch isoliert und nachgewiesen. 

2. Das Cholin wird bei der Menstruation im Schweiße als freie 
Base ausgeschieden und entsteht nicht durch Zerfall der Phosphatide 
der Hautdrüsen. 

3. Die menstruierende Frau scheidet unmittelbar vor der Men- 
struation und am ersten Tage derselben annähernd 48,9mal mehr 
Cholin im Schweiße aus als im Intermenstruum. 
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Uber den Einfluß der Insulinbehandlung 
auf den Fettgehalt des Kórpers bei avitaminósen Ratten 
und verschiedenen Ernährungsbedingungen. 


Von 
Kantaro Onohara (Osaka). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 


Daß bei der Avitaminose die Fettdepots allmählich eingeschmolzen 
werden und überhaupt der Körper an Fett hochgradig verarmt, und 
daß diese Erscheinung auch eintritt bei tadelloser Nahrungsresorption, 
ist vor allem durch die Untersuchungen von Asada (1) und Yoshiue (2) 
in dem hiesigen Laboratorium nachgewiesen worden und dann von 
Bickel (3) in seiner Arbeit über das Wesen der Avitaminose in der Be- 
deutung für die gesamte avitaminöse Stoffwechselstörung gewürdigt 
worden. 

Nun hatten Bickel und Collazo (4) gefunden, daß die Insulin- 
behandlung bei avitaminösen Tieren eine Steigerung des bei der Avita- 
minose gesunkenen Glykogengehalts von Leber und Muskel hervorruft, 
ebenso eine Herabsetzung der Hyperglykámie und Hyperlipámie 
bewirkt, wenn diese Störungen vorhanden sind. Daher lag der Ge- 
danke nahe, daß vielleicht das Insulin auch bei avitaminösen Tieren 
m dem Sinne wirken könne, daß es die Einschmelzung der Fettdepots 
hintanhält. Allerdings kann das Insulin die Vitamine nicht ersetzen. 
Denn Bickel und Collazo fanden, daß auch mit Insulin chronisch be- 
handelte Tiere schließlich ihrer Avitaminose erliegen und sterben. 
Das Insulin wirkt also bei de: Avitaminose offenbar nur symptomatisch, 
d.h. bessernd auf einige Krankheitserscheinungen ein. Ob eine fett- 
sparende Wirkung durch die Insulinbehandlung bei der Avitaminose 
erzielt werden kann oder nicht, in dem Sinne, daß die Fettdepots und 
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überhaupt das gesamte Körperfett vor seiner Einschmelzung geschützt 
werden kann, ließ sich ohne Versuche nicht entscheiden. 


Nun hatten außerdem Asada im hiesigen Laboratorium und mit 
und nach ihm andere Forscher, besonders Tscherkes (5), gefunden, dal 
bei der Avitaminose das Gesetz von der Isodynamie der verschiedenen 
Nährstoffe nicht mehr im vollen Umfange gilt. Unter Einhalt eines 
Eiweißminimums in der Nahrung bei im übrigen reiner Kohlenhydrat- 
oder Fettnahrung fährt der avitaminöse Körper, wie auch bei reiner 
Eiweißnahrung sehr schlecht. Es sterben solche einseitig ernährten 
avitaminösen Ticre in der Regel viel früher als Tiere, die eine gemischte 
Nahrung erhielten. Alle diese Versuche, auch die wesentlichsten über 
den Fettschwund bei der Avitaminose, mit Ausnahme von denjenigen 
am Hund mit Untersuchung der Nahrungsresorption, auf die sich 
Bickel in seiner zitierten Arbeit bezieht, wurden an Ratten gemacht. 
bei denen natürlich bei der freiwilligen Nahrungsaufnahme der Tiere 
Erscheinungen mangelhafter Nahrungszufuhr zu den Körpersäften 
nicht ausgeschlossen sein und das avitaminotische Krankheitsbild 
trüben konnten. Indessen gestattet doch die große Zahl der angestellten 
Versuche in Verbindung mit entsprechenden Versuchen an vitamin- 
reich ernährten oder an hungernden Tieren, es als sicher hinzustellen, 
daß der Vitaminmangel als solcher auch bei den Ratten, genau so wie 
bei den Hunden, bei denen eine quantitative Unterernährung aus- 
geschlossen war, zu einer Fettverarmung des Körpers führt, und daß 
jede einseitige Ernährung den avitaminösen Körper mehr schädigt 
als eine gemischte Nahrung. 

Zu meinen Versuchen benutzte ich vier Gruppen von weißen Ratten. 
Die erste Gruppe bekam eine vitaminfreie einseitige Fettnahrung, die zweite 
Gruppe eine vitaminfreie einseitige Stärkenahrung, die dritte Gruppe eine 
vitaminfreie gemischte Nahrung, die vierte Gruppe eine vitaminhaltige 
gemischte Nahrung. In allen Fällen wurden die gleichen Nahrungsmittel 
benutzt, nur bekamen die avitaminösen Tiere autoklavisierte Mohrrüben. 
die mit Vitaminen ernährten Tiere aber frische Mohrrüben in gleicher Menge. 


Das Eiweiß war Weizeneiweiß!), das Fett autoklavisierter Speck, die Stärke 
‚Weizenstärke. 


Einer dreiwöchigen Fütterung wurden die Tiere der Gruppen 2. 


3 und 4, einer sechswöchigen Fütterung die Tiere der Gruppe 1 unter- 
worfen. 


Jede Gruppe war wieder in zwei Untergruppen geteilt. Die erste 
Untergruppe wurde ohne Insulin gehalten, die zweite Untergruppe bekam 
pro Tier täglich 0,04 Einheiten Insulin ,Tetewop“. Das Ergebnis der Ver- 
suche war folgendes: 


Die mit vitaminhaltiger gemischter Nahrung ernährten Ratten nahmen 
in ihren beiden Gruppen an Körpergewicht stark zu. Der Totalfettgehalt 








1) Chem. Fabrik Dr. Klopfer, Dresden «Leubnitz. 
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des Körpers zeigte die höchsten Werte von sämtlichen Gruppen, die ich 
überhaupt untersucht habe. Die Insulintiere waren sogar noch etwa» 
iettreicher als die Kontrolltiere bei dieser Gruppe mit vitaminhaltiger 
gemischter Nahrung (4,3 bzw. 4,6 Proz. Fett). 


Die mit vitaminfreier, gemischter Nahrung gleich lange Zeit ge- 
fütterten Tiere nahmen an Körpergewicht ein wenig zu oder blieben 
auf ihrem Anfangsgewicht stehen, sie waren fettärmer. Zwischen den 
Insulintieren und den anderen Tieren dieser Gruppe war kein nennens- 
werter Unterschied (3,4 bzw. 3,5 Proz. Fett). 

Die mit vitaminfreier einseitiger Stárkevahrung gleich lange Zeit 
gefütterten Tiere nahmen ein wenig an Gewicht noch zu und zeigten 
ungefähr denselben Fettgehalt. Die Insulintiere waren bei dieser Gruppe 
ein wenig fettreicher als die anderen (3,5 bzw. 2,8 Proz. Fett). 


Die mit vitaminfreier, einseitiger Fettnahrung gefütterten Tierc, 
die aber fast doppelt solange als alle übrigen Tiere gefüttert wurden, 
bevor sie analysiert wurden, hatten stark an Gewicht abgenommen. 
Der Fettgehalt ihrer Körper lag bei oder ein wenig unter dem Fett- 
gehalt der Stárketiere. Zwischen den Insulintieren und den anderen 
Tieren der Fettgruppe war kein Unterschied (2,8 bzw. 2,9 Proz. Fett). 

Außerdem habe ich einen Teil der Fettiere ohne Insulinbehandiung 
nach dreiwöchiger Fütterung analysiert. Der Wert des Fettgehalts 
dieser Tiere (3,2 Proz. Fett) lag bei dem Werte des Fettgehalts der gleich 
lange Zeit gefütterten Stärketiere. 

Aus allen meinen Versuchen ergibt sich, daß bei gemischter Nahrung 
wie auch bei einseitiger Stärke- oder Fettnahrung eine chronische 
Insulinbehandlung bei avitaminösen Ratten und bei einer Insulingabe 
von 0,8 Einheiten Insulin pro 1kg Körpergewicht, was bei einem 
Menschen von 60 kg 48 Insulineinheiten pro Tag entsprechen würde, 
keine fettsparende Wirkung ausübt. Wenn man mit diesem Versuchs- 
ergebnis die Beobachtungen von Bickel und Collazo über den 
regulierenden Einfluß des Insulins auf den gestörten Kohlenhydrat- 
stoffwechsel bei der Avitaminose zusammenhält, dann wird es wahr- 
scheinlich, daß bei der Avitaminose der Fettschwund nicht nur die 
Folge des gesteigerten Kohlenhydratstoffwechsels ist, sondern daß auch 
obendrein noch eine Störung vorliegt, die das Haften des Fettes in 
len Zellen erschwert. Eine solche Störung scheint ja auch nach den 
Beobachtungen von Collazo und Rubino (6) in den Leberzellen voc- 
zuliegen hinsichtlich ihrer Fähigkeit, das Glykogen zu deponieren. 


Versuchsanordnung. 


Meine Versuchstiere waren weiße Ratter von ungefähr gleichem 
l»beusalter. Ich teilte die Tiere in vier Hauptgruppen, jede Gruppe be- 
and aus zehn Tieren, jede Gruppe teilte ich in zwei Untergruppen, die 
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erste Untergruppe A wurde ohne Insulin, die zweite Untergruppe B mit 
Insulin behandelt. Alle Tiere wurden bei dreiwöchiger Versuchsdauer 
mit der unten beschriebenen verschiedenen Nahrung gefüttert. Die 
Fütterung der Tiere wurde so vorgenomnuien, daß jede Gruppe, die in einem 
besonderen Käfig untergebracht war, am Morgen ihr Eiweißminimum mit 
Salzgemisch und den frischen oder bei den avitaminosen Gruppen den 
autoklavisierten Mohrrüben nebst: destilliertem Wasser bekam. Nachdem 
diese Morgenration aufgefressen war, bekam jede Gruppe die Futterzulage, 
die sie nach Belieben fressen konnte, nämlich destilliertes Wasser, Speck, 
oder Weizenstärke oder alle diese Nahrungsbestandteile in bestimmten 
Verhältnis gemischt. 


Die Abendration war immer so reichlich bemessen, daß am folgenden 
Morgen noch Futter im Napfe war.. Diese Futterreste wurden dann ent- 
fernt und wieder die Morgenration gegeben. 


Auf ein Tier berechnet, bestand die Mahlzeit aus: 
Weizeneiweiß (Chem. Fabrik Dr. a 


Dresden,-Leubnitz). . . . . . 0,05 y] Eiweiß- 
Casein . . 2. . . . . DD g) minimum 
Salzgemisch . . . ......... Op 
Mohrrüben, frisch . . . . . ... . . 3,0g 

oder 
Mohrrüben, getrocknet . . . . . . . . Od4g 


Das Salzgemisch hatte folgende Zusammensetzung: 


Ca (POD: o 2.28 s = # Ré EN e 10.08 
K,HPO, : 2 2% 20 eo... 31,08 


NACH o 4 o a E ee 5200ER 
Natriumcitrat . . . . . .. . . . 1508 
"Mg-Citrat . ........... 80g 
Calciumcitrat . . ........ 80g 
Eisencitrat . . . . ....... 20g 


Die Nahrung hatte folgende Zusammensetzung: 
mg 


Erste Gruppe 
(Fettfütterung). 


l. Weizeneiweiß (autoklavisicrt) . . 0.5g pro Tier 

2. Casein (autoklavisiert) . . . . . 05g . » 
Morgenration $ 3. Getr. Mohrrüben (autoklavisiert). 0,3g ,, 

4. Salzgemisch . . .......038 ,. > 

5. Dostilliertes Wasser . . . . . . q.s. 
Abendration | nn. | nach Belieben 

2. Destilliertes Wasser | ` i 


Zweite Gruppe 
(Stärkefütterung). 
Morgenration Wie erste Gruppe. 
l. Weizenstärke 


> B nach Belieben. 
2. Destilliertes Wasser ] 


Abendration | 
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Dritte Gruppe 
(gemischte Fiitterung). 


Morgenration Wie erste Gruppe. 


l. Speck (autoklavisiert) . . . . . 3,0 Teile 

2. Weizeneiweiß+Casein (autoklav.) 2,2 
Abendration A 3. Weizenstárke . . . . .....27 „ e 

4. Rohrzucker . .........18,, 

3. Destilliertes Wasser . . . . . . q.s. 

Vierte Gruppe 
(vitaminhaltige gemischte Fülterung). 

l. Weizeneiweiß . . . . . . . . . 0,5g pro Tier 

2: Casein a a aa AR 
Morgenration $ 3. Salzgemisch . . . . 2 .2...03g „ 

4. Mohrrüben (frisch) . . . . . . 40g „ er 

5. Destilliertes Wasser . . . . . . Q.8. 

l. Speck . . . . . ..... . . 3,0 Teilo 

2. Weizeneiweiß + Casein. . . .. 27 „ 
Abendration < 3. Weizenstárke . . . . . ....27 „ e GE EN 

4. Rohrzucker . .........18.,, 

5. Destilliertes Wasser . . . . +. . |. S. 

Methodik. 


Nach dem Tode wurde jedes Tier gleich mit Äther äußerlich abgewaschen 
um das Speisefett zu entfernen. Bei der Analyse wurde der Magen und 
Blinddarm geöffnet, die darin befindlichen Speisereste und Kotmassen 
wurden entfernt. Der übrige Darm wurde durch Fingerdruck entleert 
und dann das Tier gewogen. Bei der Fettbestimmung habe ich mich der 
Methode von Kumagawa-Suto bedient. 

Darauf wurde jedes Tier für sich weiter behandelt. Es wurde das ganze 
nicht zerkleinerte Tier in 20proz. Kalilauge gebracht und auf dem Wasser- 
bade gekocht. Der Körper löste sich in der Lauge auf bis auf einen Boden- 
satz von kleinen Knochenresten. Die verseifte Lösung wurde mit einem 
Meßzylinder genau abgemessen, hiervon wurde eine bestimmte Menge 
abgemessen und weiter nach Kumagawa-Suto verarbeitet. 

Da die unverseifbaren Substanzen zum großen Teil aus Cholesterin 
bestehen, wurden sie einfach als Cholesterin in Rechnung gestellt. In den 
iolgenden Tabellen sind die Kórpergewichte nach der Ätherwaschung des 
Felles und der Entfernung des Magendarminhaltes angegeben. 
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Experimenteller Teil. 
Versuchsprotokolle. 


Körpergewichtstabelle. 












































Erste Gruppe. 
Datum und. 2 Zahl | Gesamtkórpergewicht : Durchschnittskórpergewicht 
Versuchstage | der Ratten g | g 
| 
30. IV. L + 6 400,0 | 66,6 
2. | 6 385,0 | 64,1 
3. 6 387,0 | 64,5 
4, | 6 380,0 63,3 
a ` 6 385,0 64,1 
6. 6 390,0 65,0 
7. 6 387,0 64,5 
8. 6 390,0 65,0 
9. 6 387,0 64,5 
10. 6 385,0 64,1 
11. | 6 390,0 65,0 
12. | 6 375,0 62,5 
13, 6 378,0 63,0 
14. j 6 365,0 60,8 
15. 6 370,0 61,6 
16. | 6 380,0 | 63,3 
17. | 6 390,0 65,0 
18, | 6 380,0 63,3 
19. |) 6 | 390,0 | 65,0 
20. | 6 365,0 60,8 
22, | 6 380,0 63,3 
23. | 6 372,0 | 62,0 
21. | 6 365,0 | 60,8 
25. | 6 367.0 | 61,1 
236. | 6 370,0 | 61,6 
27. | 6 370,0 | 61,6 
28. 6 365,0 60,8 
` 
Untergruppe | A B A B | A B 
29. | 3 2 190,0 | 135,0 | 63,3 67,5 
30. | 3 ' 2 190,0 1300 ¡| 633 | 650 
3. Ia 2 180,0 130,0 60,0 | 65.0 
32. | 3 | 2 175,0 1250 | 583 62,5 
33. 3 2 170,0 120,0 566 | 60.0 
34. | 30 2 165,0 125,0 55,0 | 62,5 
35. | 3 ' 2 165,0 120,0 50 | 600 
36. | 3 i 2 160,0 120,0 53,0 60.0 
37. 1 3 2 160,0 1170 | 550 | 58,5 
38. 3 2 155,0 115,0 516 ` 575 
39. | 3 2 155,0 1150 | 516 57,5 
40. ' 3002 155,0 113,0 516 | 565 
41. 3 2 150,0 110,0 | 50,0 55,0 
42. 3 2 150,0 110,0 50,0 55,0 
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Zweite Gruppe 


(avitaminose Stärkefütterung). 
















































d s d Che 
Gë | Zahl ame che Sa ı Zahl | Sen schnittliches 

Kéi | der Körper: en der Körper. | Kórper» 
Versuchs» Ratten gewicht Versuchs» Ratten | gewicht gewicht 

tage | tage IL g | g 

Ee A (ohne Insulin). Untergruppe B (mit Insulin). 
16.1. 1. 5 305,0 610 123.11. 1. 5 3050 | 61,0 
2. 5 320,0 64,0 30105 325,0 65,0 

3. 5 325,0 65,0 5... 5 330,0 66,0 

4 5 330,0 660 6 5 320,0 64,0 
5.5 335,0 67.0 Ti 2:0 320,0 64,0 

6. : 5 325,0 65,0 8&0 5 310,0 62,0 
1.5 3230 , 646 9. 5 315,0 63,0 

8. 5 | 3250 | 650 10. 5 330,0 | 660 
9. 5 | 340,0 68.0 1. 5 320,0 64,0 
10. : 5 ı 360,0 72,0 a |12.! 5 , 3200 ' 640 
IL | 5 | 360,0 70,0 Q213, 5 320,0 64,0 
2. 1 5 350,0 70,0 X |14| 5 315,0 63,0 
13. | 5 3450 . 690 >)15.' 5 315,0 : 63,0 
14. | 5 | 345,0 69.0 216. 5 320,0 64,0 
15. | 5 | 345,0 69,0 =Z |17.) 6 320.0 64,0 
16. | 5 340,0 ' 680 E |18. 5 3250 ` 65,0 
2. a 5 | 330,0 66.0 = 19. 5 315,0 63,0 
18. | 5 | 3300 65,0 2. 4 265,0 66,2 
19. 5 | 325,0 65,0 21.) 4 260,0 . 65,0 
20. , 5 325,0 65,0 22. 4 2620 655 
21. 5 ¡| 3150 63,0 23. 4 2650 662 

Dritte Gruppe 
(avitaminose gemischte Fütterung). 

Untergruppe A (ohne Insulin). Untergruppe B (mit Insulin). 
¿TIL IL 5 | 335,0 670 [7.1 1." 5 335,0 67,0 
2.15 340,0 68.0 2! 5 330,0 ' 66,0 
3 5 | 3500 70,0 3. 5 3350 . 670 
4 5 3400 ; 68,0 4. 5 325,0 65,0 
5, 5 350,0 70,0 5. 5 3250 ` 650 
6. 5 . 3550 , 71,0 6. 5 300.0 ` 600 
7. 5 | 3450 69,0 7.| 5 325,0 65,0 
8. 5 3450 ' 69,0 SL, 5 3150 ` 63,0 
92... 5 3350 | 67,0 9.1 5 ı 3050 610 
10. ! 5 : 3400 , 680 10.5 325,0 65,0 
11. | 5 ¡ 3100 6230 aji. 5 330,0 66,0 
12. | 5 | 3500 ' 70,0 2112! 5 3150 ¡ 630 
13. ; 5 350,0 70,0 413.) 5 330,0 66,0 
14. | 5 : 3500 70,0 GARE: 330,0 | 66,0 
15. | 5 ¡ 3600 72,0 3). 5 320,0 ` 64,0 
16. | 5 350,0 70,0 = |16.' 5 ; 3150 — 630 
17. |! 5 — 335,0 67,0 F 17.! 4 . 2750 68,7 
18. | 5 , 350,0 700 Gol 4 270,0 67,5 
19. 5 ' 3450 690 19. | 4 2650 ' 66,2 
20. 1 5 350,0 ' 70,0 20. 4 2600 , 650 
21. 5 350,0 ' 700 21. 4 266,0 66,5 





12.10. 1. 


5 


TOO Gt o On Oo Oo o Oo om am Go 


CD On CD On Ot Co 


NH u Qu 


VW a Aa a — 


335,0 
370,0 
370.0 
350,0 
350,0 
350,0 
350,0 
350,0 
365,0 
385,0 
395,0 
385,0 
405,0 
390,0 
380,0 
390,0 
430,0 
400,0 
420,0 
415,0 
435,0 


| 


| 
| 
| 


g 


Untergruppe A (ohne Insulin). 


67.0 
74,0 
74.0 
70,0 
70,0 
70,0 
70,0 
70,0 
73,0 
77,0 
79,0 
SE 

81,0 
78,0 
76,0 
78,0 
86,0 
80,0 
84,0 
83,0 
87,0 
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Vierte Gruppe 
(vitaminhaltige gemischte Fütterung). 

u - ` Dusch, | Datu sesamt: Durch 
Datum i zu Gesamte —bntnichenl COM Zeh Gemt a hnittliches 
und ER? Körper- Körper» A und der Körper Körper. 

Versuchs 2 ten gewicht gewich Versuchs Patten gewicht gewicht 

tage tage g g 


Untergruppe B (Insulininjektion). 


17, HI. 1. 


Injektion 6, 
7 


Erste Gruppe 


a 


a GO Qu 


DD UU UU 0 Gë Cé Gë za fe Wa fp WG Cn En Gu 


(vitaminfreie Fettfütterung). 


Untergruppe A’ (ohne Insulin). 


370,0 
320,0 
280,0 
220.0 
2370 
265,0 
270,0 
250,0 


74,0 
64,0 
56,0 
55.0 
56,4 
66.2 


9. TT. 14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20, 


21: 


Ei UY 0 QU nn uvu 


Os 


| 
| 
| 


320,0 
350,0 
365,0 
365,0 
350,0 
370,0 
365,0 
370,0 
350,0 
270,0 

70,0 
290,0 
250,0 
210,0 
210,0 
220,0 
225,0 
225,0 
230,0 
235,0 
230,0 


210,0 
220,0 
220,0 
220,0 
210,0 
210,0 
200,0 
185,0 


|] 


64.0 
70,0 
73,0 
73,0 
70,0 
74,0 
73,0 
74,0 
70,0 
67,5 
67.5 
72,5 
62,5 
70,0 
70,0 
73,3 
75,0 
75,0 
76,6 
78,3 
76,6 


70,0 
73,3 
73,3 
73,3 
70.0 
70,0 
66,6 
61,6 
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Analysentabelle I. 














| 
| 
| 

























































































| = U n” 
za £2l 1. Dog Gd Ferrol Cami Chol» Chol: ER = ‘Neutrale g us 
SE ga ZS exkl. Magen: kE fett ¡esterin esterin SË | fett A72 
SE SE 2 u. Darminhalt) | EK 
a E | g L g l Proz. g Proz. e Ké GE | “2 
I Ala 4820 BE | 3,255 TE Sat om 3,033 | 0,108 
di 35,60 1.204 | 3,383 | 0,172 | 0,483 E) 3.032 | 0,142 
"e 66,77 1,434 | 2,147 0,099 | 0,149 | 1,335 | 2,091 ' 0,103 
| Durchschnitt | 2,928 — 0,328 — | 2,718 | 0,117 
Noa 67,45 ¡1,478 | 2,405 ı 0,092 | 0,151 . 1,386 | 2,359 | 0,062 
bı 6982 2301 | 3,153 | 0,759 | 1,088 ' 1,542 | 2,310 | 0,329 
e 52,80  |2,173 | 4,115 ¡ 0,232 0,440 1,941 3,839 | 0,106 
| Durchschnitt | 3,224, — |0559 — ~ — 12,836 | 0,165 2,836 0,165 
Ba 41% ' 1,284 | 3,064. ' 0,224 | 0,534 | 1,060 | 2,646 | 0,174 
by 4975 1,272 | 2,557 | 0,754 | 1,515 0,518 | 1,089 | 0,592 
© $ Durchschnitt | 2,810 | — | 1,024 | — =] 1,867 | 0,383 
I A a! 5493 0,875 1,5983 | — | — | = 
bi 53,40 1436 | 2.689 | 0,187 | 0,350 1,249 | 2,351 | 0,130 
el 55,55 1781 | 3,206 | 0,159 | 0,287 | 1,622 | 2,736 | 0,089 
d 6203 1.678 2,706 0,27 18 0.448 1,400 | 2,344 | 0,165 
, Durchschnitt 2,798 | — | 0,361 | — 12477 | 0,128 
"Bla 5200 Pl 0,095 | 0,184 | 1,607 3,232 ' 0,055 
bh 5410 |2428 4487 0332 0,614 | 2096 4052 0,136 
e. 60,75 | 1469 2,419' 0,103 | 0,170 1,366 | 2,351 | 0,070 
d 5626 12,095 | 3,724 0.268 0,477 | 1,827 | 3,398 | 0,127 
| Durchschnitt | 3476| — |0,361 — 3,258 , 0,097 
Analysentabelle IN. 
III. Gruppe (avitaminose gemischte Fütterung). 
CÉ o „ Kö: KC, At Gesamt | Chol» ¡ Chol» Hoche Nesti Sen 
25 S exklM extrakt fett | esterin | esterin | Fettsäure fett | Koeff 
TE xiu Darminbalt) | | Gr EE 
SÉ g |! g Proz. $ Proz. | g : Proz. | zient 
ear ra er Aue ee Y = e ES RE re = TADA EE EE EE SCC 
A 49,13 1,853 | 3,977 0,252 ' 0,513 1,601 | 3,408 0,135 





a 3 > 
b 62,16 1,542 | 2481 | 0,274 0,441 1,268 | 2,133 ; 0,177 
c 58,87 1,828 | 3,105 , 0,248 | 0,422 1,580 | 2,807 0,130 
d 1,727 | 2,646 | 0,099 0,152 1,628 | 2,607 ¡ 0,057 
e 4.272 | 0,746 | 0,821 3,136 | 3,616 ` 0,192 


Durchschnitt | 3,516 | — 049 — | 2,914 0,138 


a 59,37 ' 1,691 | 2,849 | 0,239 0,404 | 1,452 | 2,558 0,141 
b! 5755 | 1911 | 3,321 | 0,192 | 0,334 ' 1,719 ' 3,124 0,100 
e 57,85 1713 | 2962 | 0.217 0,375 | 1,496 | 2,704 ı 0,126 
d 57,57 | 2,389 | 4,148 0,245 0,426 | 2,144 3,895 | | oi 102 


Durchschnitt | 3420 | — 1034 — 3,070. 0.117 
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Analysentabelle II (Fortsetzung). 
IV. Gruppe (vitaminhaltige gemischte Fütterung). 





= - E e 
































gewicht | Lipo: 
D P l« CH a P é H hs $ p 
e 8 E- dez eg er | SE molekul: Wee | zytischer 
G3 x ı u. Darminhalt) | extrakt S | ee ee | S Koeffi, 
g g Proz. _ g Proz. | g | Proz. ` zient 
| gei E A Doreen ee 
A a 65,10 | 2,058 ' 3,162 0,140 0215 | 1,918 | 3,081 | 0.055 
bh 7858 6437 8,191 | 0,121 | 0,167 | 6,316 8,407 0,008 
ei 615 | 1,959 | 3,102 0352 | 0,558 1,607 . 2661 0,179 
d| 8473 | 2,603 | 3,072 ' 0,186 | 0,220 ' 2417 2,983 | 0,0 
e | 8838 |3505 3,966 | 0,380 | 0,432 3,125 3698 | 0,108 
E Durchschnitt 4,208 | Sg | 0,318 — | 4.208 | 0.086 
Blal 6938  : 3,396 4,895 | 0,266 0,384 | 3,130 | 4,718 | 0.078 
|b 8420 | 3,283 3,899 | 0,294 0,350 | 2,987 | 3'710 | 0.08 
| e | 6935 13,516 | 5,071 | 0,223 0,322 3,293 | 4,966 | 0.063 
ON Durchschnitt | 4621 | — | 0352 — 14,465 | 0076 


Über den Einfluß des Mineralstoffgehalts 
der Nahrung auf den Fettgehalt des Körpers. 


Von 
Kantaro Onohara (Osaka). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 


Meine vorliegende Untersuchung geht von der stoffwechselregu- 
latorischen Bedeutung der Ionen aus. Über den Einfluß der Ionen- 
mischung der Körpersäfte auf den Fettstoffwechsel ist wenig bekannt. 
Asada (1) hatte in einem sich mehrere Monate erstreckenden Stoff- 
wechselversuch am Hunde gesehen, daß bei sehr salzarmer, gemischter 
Ernährung, aber bei Zulage von Kochsalz und Vitamin zur Nahrung, 
der Hund an Körpergewicht trotz guter Resorption der Nahrung all- 
mählich abnahm. Diese Körpergewichtsabnahme beruht sicher zum 
Teil auf Wasserverlust; aber das Tier war doch schließlich so hoch- 
gradig abgemagert, und bei der Sektion war es so fettarm, daß ein 
gleichzeitiger Schwund des Körperfetts außer Frage stand. Auch 
Eiweiß war eingeschmolzen worden. Ferner hatte Tadenuma (2) an 
Hunden gesehen, daß bei bestimmten Änderungen im Salzgehalt der 
Nahrung auch der Blutfettspiegel eine gewisse Unruhe erkennen läßt. 
Endlich hatte Händel (3) gefunden, daß durch Variationen im Salz- 
gehalt der Nahrung bei Ratten gewisse Änderungen im Gaswechsel 
auftreten. Kali und Calcium spielten bei diesen Versuchen eine anta- 
yonistische Rolle. Aus allen diesen Untersuchungen, die in diesem 
Laboratorium ausgeführt wurden, geht hervor, daß auch der Fett- 
stoffwechsel unter dem Ioneneinfluß steht, wenn auch die Wirkungen 
der Ionen auf das Fett nicht so eklatant demonstriert werden konnten, 
wie das z. B. bei ihrer Wirkung auf den Zucker möglich ist. So versuchte 
ich zu ermitteln, ob sich generell bei Tieren nachweisen läßt, daß Ionen 
irgend einen Einfluß auf den Fettbestand des Körpers und damit 
natürlich auch auf den Fettstoffwechsel haben. 


Meine Versuchstiere waren weiße Ratten von ungefähr gleichem Lebens- 
alter. Ich teilte die Tiere in verschiedene Gruppen. jede Gruppe bestand 
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aus fünf Tieren. Alle Tiere bekamen das gleiche Grundfutter. Dieses wurde 
den Tieren in einer Morgenration und einer Abendration gegeben. Die 
letztere erhielten die Tiere, nachdem sie die Morgenration verzehrt hatten. 
Mit der Morgenration bekamen sie ihr notwendiges Eiweiß- und Vitamin- 
quantum, letzteres in Form von frischen Mohrrüben, außerdem auch die 
jeweiligen Salzzulagen. Mit der Abendration bekamen sie einen mit de- 
stilliertem Wasser gekochten Reisbrei, dem nach Erkalten ungesalzene 
Butter zugefügt worden war. 


Morgenration. 


Weizeneiweiß (Chem. Fabrik Dr. Klopfer, Dresden-Leubnitz) 
0,5g pro Tier. 

Frische Mohrrüben 3,0g pro Tier. 

Eventuell die jeweilige Salzzulage. 


Abendration. 
Reis 5g pro Tier. 
Butter 2g pro Tier. 
Destilliertes Wasser zum Kochen des Reises. 


Die Abendration war so reichlich bemessen, daß am folgenden Morgen 
gewöhrlich noch kleine Speisereste in den Futternäpfen waren. So war 
die Garantie gegeben, daß die Tiere nicht bungerten. 

Die erste Gruppe wurde ohne besondere Salzzulage ernährt. Die 
zweite Gruppe erhielí mit der Morgenration 0,1 g CaCl, pro Tier, die dritte 
Gruppe 0,2g MgCl, die vierte Gruppe 0,2 g NaCl und die fünfte Gruppe 
0,05g KCl pro Tier. 

Die Kalitiere vertrugen die Kalizulage offenbar sehr schlecht. Denn 
von den fünf Tieren lebten nur noch zwei Tiere am 21. Versuchstage, die 
anderen waren während der ersten 12 Tage allmählich gestorben. Von 
den Calciumtieren starben zwei Tiere am 13. Versuchstage. Die Tiere der 
anderen Gruppen lebten bis zum 21. Versuchstage, an dem sämtliche Tiere 
getötet wurden. Analysiert wurden nur diejenigen Tiere, die 21 Tage im 
Versuch gelebt hatten. 

Die Tiere wurden durch Äthernarkose getötet. Dann wurde das Fell 
gründlich mit Äther abgewaschen. Darauf wurde die Brust und Bauchhölle 
geöffnet, und es wurde der Verdauungskanal sorgfältig herauspräpariert 
und darauf geachtet, daß kein Inhalt desselben mit dem übrigen Tierkörper 
in Berührung kam. Alle Adnexe des Verdauungsrohres blieben natürlich 
im Körper. 

Darauf wurde jedes Tier für sich weiter behandelt. Es wurde das ganze, 
nicht zerkleinerte Tier in 20proz. Kalilauge gebracht und auf dem Wasser- 
bade gekocht. Der Körper löste sich in der Lauge auf bis auf einen Boden- 
satz von kleinen Knochenresten. Diese wurden von der Lösung getrennt 
und die Lösung wurde weiter behandelt, nach Kumagawa-Suto verarbeitet. 

Das eben getötete und mit Äther abgewaschene Tier war nach der 
Herausnahme des Magen- und Darmkanals gewogen worden. Die Angaben 
über den Prozentfettgehalt beziehen sich also auf das Gewicht der frischen 
gesamten 'Pierkórper, ausschließlich des Magenaarmkanals. 


Man könnte nun annehmen, daß die mit Salzzulagen ernährten 
Tiere auch wasserreicher gewesen seien. Dann könnte durch den größeren 
Wassergehalt des Körpers der prozentuale Fettgehalt bei der Um- 
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rechnung auf die Trockensubstanz, deren Bestimmung ich aus versuchs- 
technischen Gründen nicht machen konnte, höher sein als bei der Be- 
rechnung auf die frische Körpersubstanz, wie ich sie vornahm, zu 
niedrige Werte ergeben im Vergleich zu den Fettwerten von den Tieren, 
die keine Salzzulage erhalten hatten, und deren Körper darum wasser- 
ärmer war. Wenn trotzdem aber bei den Salztieren und bei der Be- 
rechnung auf das Gewicht des frischen Körpers der prozentuale Fett- 
gehalt höher war als bei den salzarm ernährten Tieren, dann mußten 
diese Salztiere noch ganz besonders fettreicher gewesen sein als die 
Kontrolltiere ohne Salz. 

Ich fand nun, daß die mit CaCl,-, MgCl, und NaCl-Zulagen er- 
nährten Tiere etwa 1 Proz. mehr Körperfett hatten als die salzarm 
ernábrten Tiere. Dieses Ergebnis ist so gefunden, daß ich die 
prozentualen Fettwerte der Einzeltiere jeder Gruppe addierte und 
die Summe durch die Zahl der Tiere dividierte. Daß man in der Tat 
auf diesem Wege zu beweiskräftigen Durchschnittszahlen komnit, 
ergibt sich aus folgender Beobachtung. Ich hatte zwei Gruppen salzarm 
ernährter Tiere, die ich zu ganz verschiedenen Zeiten fütterte, nur 
mit dem Unterschied, daß die eine Gruppe als Vitaminzulage 0,5 ccm 
frischen Zitronensaft mit 0,5g Zucker erhielt, während die andere 
Gruppe die frischen Mohrrüben dafür bekam. Im Durchschnitt hatten 
die Zitronentiere nach 50tägiger Fütterung 3,538 Proz. Fett, die Mohr- 
rübentiere nach 2ltägiger Fütterung 3,662 Proz. Fett. Damit wird 
zugleich auch bewicsen, daß der Fettwert für die salzarm ernährten 
Tiere als Grundlage für meine ganze Beweisführung gelten darf. 

Von den Kalitieren waren, wie ich schon sagte, die meisten vor- 
zeitig gestorben. Nur zwei Tiere hatten 21 Tage, also die verlangte 
Zeit, gelebt. Der durchschnittliche Fettgehalt dieser beiden Tiere 
lag mit 3,46 Proz. noch ein wenig unter dem Fettgehalt der salzarm 
ernährten Tiere. 

Wenn auch die Zahl meiner gut durchgeführten Versuche, über 
die ich in dieser Arbeit berichte, nicht groß ist, so muß man doch be- 
rücksichtigen, daß die Werte, auf die ich mich stütze, Gruppenwerte 
ind, so daß der individuelle Faktor weitgehend ausgeschaltet ist. 

Das allgemeine Ergebnis meiner Versuche läßt sich in dem Satze 
zusammenfassen, daß der Ionengehalt der Körperflüssigkeit und der 
Körperzellen auch auf den Fettgehalt des Körpers nicht ohne Ein- 
fluß ist. 
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Protokoll 1. 
Korpergewichtstabelle. 
areas, Datum | 
se Körper: es und 
gewicht Versuchs» 
g t 
800 Ia 111.1. | 
83,0 2. 
83,0 3. 
84.0 4. | 
82,0 5. 
80,0 6. | 
85,0 7. 
86,0 8. | 
80,0 9. | 
82,0 10. 
82.0 11. 
82,0 12. | 
| 850 13. | 
| 850 14. 
84,0 15. 
88,0 16. | 
89,0 17. | 
88,0 18. 
90,0 19. | 
91.0 20. 
| 920 21. 
540 | 6.1V.1.| 
| 55,0 A 
54.0 3. 
54,0 4. | 
56,0 5. || 
56,0 6. 
56,0 7: 
| 560 8. 
55,0 9. 
57,0 10. | 
550 11 
550 12 
61,0 13 
65,0 14 
65,0 15 
66,6 16 
64.0 17 
62,3 18 
66,6 19 
66.6 20. | 
70.0 21 

















Durch» 
PA E |schnittliches 
der a Körper 
Rattan gewicht gewicht 
| | g g 
III. Gruppe. 
5 2350 40 
5 | 255,0 51,0 
5 255,0 | 51,0 
5 2600 | 52,0 
5 2600 , 520 
5 2550 | 510 
5 2700 | 540 
5 275,0 55,0 
5 270,0 | 54.0 
5 280,0 | 56,0 
5 285,0 57,0 
5 285,0 57,0 
5 | 2850 | 570 
5 285,0 | 570 
5 295,0 | 590 
5 290,0 58,0 
5 295,0 59,0 
5 3000 60,0 
5 315,0 61,0 
5 315,0 | 63,0 
5 320,0 | 64,0 
IV. Gruppe. 
5 290,0 58,0 
5 290,0 58,0 
5 300,0 60,0 
5 300,0 60,0 
5 3150 | 630 
5 305,0 | 61,0 
5 325,0 65,0 
5 ' 325,0 | 65,0 
5 ; 3300 | 660 
5 3350 | 670 
5 | 345,0 69.0 
5 | 340,0 68,0 
5 | 350,0 70,0 
5 360,0 72.0 
5 365,0 73,0 
5 365,0 73,0 
5 365,0 73,0 
5 370,0 740 
5 380,0 76,0 
5 380,0 76,0 
5 380,0 76,0 
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Dem ` za | Gesamte |, Duris | Datum ` o | Gesamte |, Der 
| der Kei e Körper: | der Körpers Körper» 
Versuchs e ren | gewicht gewicht | Versuche ` pitten | gewicht gewicht 
tag 8 ) g g tag | Io g g 
Y. Gruppe. 1924 I’. Gruppe 
ILIV. 1 5 : 3350 670 |21.XI.1.. 10 | 710,0 71,0 
2. Š | 3450 69.0 4. | 10 | 710,0 71,0 
32.5 335,0 67,0 7.! 10 | 7150 71,5 
4.5 330,0 66,0 11 10 | 7150 71,5 
a 4 280,0 70,0 14, 9 | 680,0 75,5 
6. 4 275,0 67,7 17.; 9 | 6600 | 73,3 
1.004 265,0 68,2 20 9 | 620,0 68,8 
gl 4 265,0 68,2 22, 9 | 615,0 68,3 
9 4 270,0 67,5 24.| 8 | 5700 71,2 
10. 3 190,0 63,3 27.1 8 | 563,0 70,3 
Mm. 3 190,0 | 63,3 30.; 7 | 520,0 74,2 
2. 2 1300 | 65,0 32., 7 | 5020 71,7 
13., 2 ' 1220 61,0 34." 7 | 5020 71,7 
14, 2 | 12.0 62,5 37, | 7 | 4900 70,0 
5. 2 125,0 62,5 39 7 | 490,0 70,0 
16. ' 2 120,0 60,0 41. 7 | 490,0 70,0 
7... 2 120,0 60,0 43. 7 | 4900 | 70,0 
18, | 2 1230 ` 615 45 6 | 4200 70,0 
19, ' 2 115,0 57,5 48 6 | 4050 | 675 
2. 2 130,0 | 65,0 50 5 | 3800 76,0 
2. ¡ 2 1250 | 625 | | 
Aralysentabelle. 
SÉ E" EE o 
sde. Xx ` | 
| 23 | E Ä E 5 „E 
se E E 
Gruppe E IE: 
o S$ 3 | £ E 3 | 83 | E % 
CC CR EE O E O 
SI € A O 9 O. E Z jä 
, P g | Proz. I g Proz. g Proz. Bä 
I. Gruppe, salzarm a | 80,35 2,024 3,340 0,166 ' "0,207 1,858 2,418 0,082 
© b | 68,55 |2810 | 4,099 0,114 | 0,166 2696 | 4,113 | 0,040 
e 117845 |2874 3,663 | 0,273 ! 0,348 | 2'601 | 3,467 | 0,094 
d | 98/22 3.653 : 3617 | 0,106 ' 0,108 | 3,447 | 3,569 | 0,029 
e 99,82 3,585 | 3,592 0,202 . 0,202 | 3,383 | 3,544 | 0,056 
Durchschnitt — o 85,07 | — ¡3662' — !0,206| — |3,422|0,060 
l. Gruppe, salsarm a | 50,59 | 1,645 ' 3,251 o es 2,878 | 0,153 
(Zitronensaft) ` b | 70,32 [3246 4,616 0,182: 0,259 | 3,064 | 4,557 | 0.056 
e || 66,12 |2745 4,152 | 0,188. 0,285 | 2,557 4.045 | 0.068 
| d || 56,40. ¡1,205 ' 2,137 0,146 | 0,258 1,059 1,909 0121 
Durchschnitt ` = 60,85 | — [3,538 a o, 325 3,347 | 0,099 
1. Gruppe, a | 51,23 | 2,017 3,938 | 0,155 0,303 SE 3,801 | 0,076 
CaCl,- Zulage | b | 66,28 13,547 a 0,328 ‘3,330 | 5,255 | 0,061 
je an 3,532 4,570 | 0,264 0,342 3.268 ; 4.422 | 0.074 
Durchschnitt); — |! 64,93 | — 4.619. — 0,324 — '4,492'0,070 
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Analysentabelle (Fortsetzung). 











Substanz 


Magen» und 


a 
N 
pd 
© 


octirient 


| 
Gruppe 
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Kórpergewicht 


(fri 


Darminhalt) 
K 


Fettsaure 


sche 
Petroláatherextrakt 


Ratte 

exkl. 
Cholesterin 
Hochmolekulare 
Neutraltett 
Lipozytischer 


| 
| , 
lo Proz. | e Proz. E 


4,815 | 0,119 | 0,229 ' 2,389 4,796 0041 
893 | 3,872 10,068 


, Ya 





III. Gruppe, l 
MgCl,- Zulage | 


& 2,508 
b 

ı € 
d 
e 


2,032 
2,603 





0,618 
0,281 


3,515 
2,250 











> | 65,47 2,438 | 3,724 | 0,188 





Durchschnitt . — | 60,95 | — |4417) — |0,325| — 14,273 04 
IV. Gruppe, , 54,62 | 3,387 6,202 0,171 | 0,314 | 3,216 6,158 0,50 
| 82,76 |4,415 5,335 | 0,276 | 0,334 | 4,139 | 5,229 0,0 





274 | 2,529 | 3,372 0.08 
Dh 0,215 0.310 2128 3,216 0,0 


| 78,45 | 2,744 | 3,497 | 0,215 0,274 
|| 76,83 |3,588 4,671 |0,199 0,260 3,389 4,613 0.05 
| 
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a 
NaCl- Zulage | b 
OG 

d 

e 














Durchschnitt — | 72,37 | — |4,618| — Ct — 4,517 006 
1,736 | 0,215 | 0,448 ' 0,617 1,344 0.8 





Zulage | b | 71,22 | 3,692 5,184 | 0,422 | 0,592 , 3,270 4,802 0.114 
Durchschnitt ' — , 5382 — 3460! — [0520| — |3,073| 0,18% 
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V. Gruppe, | a | 47,92 ' 0,832 
| 
| 





Untersuchungen über den Einfluß des Insulins 
auf den Blutfettgehalt bei der Avitaminose des Hundes. 


Von 
Kantaro Onohara (Osaka). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 


Die Hyperlipämie ist eine häufige, aber nicht regelmäßige Begleit- 
erscheinung bei der Avitaminose. Sie tritt besonders in den mittleren 
Stadien der Krankheit auf. 


Ich habe an zwei Hunden, die mit einer gemischten avitaminösen 
Nahrung ernährt worden waren, Blutfettbestimmungen gemacht und 
dann den Einfluß der Insulinbehandlung auf das Blutfett untersucht. 
Von diesen Hunden befand sich der erste gelbe Hund im Anfangs- 
stadium, der zweite, weiße Hund in einem Spätstadium der Krankheit. 
Bei beiden Hunden bestand keine Hyperlipämie. Der weiße Hund war 
bereits stark abgemagert und zeigte zur Zeit meiner Versuche eine 
vorzügliche Resorption der Nahrung, wie die diesbezügliche Harn- 
und Kotanalysen ergaben. Wenn Hyperlipámie bei avitaminösen 
Tieren besteht, so kann das Insulin nach den Beobachtungen von 
Bickel (1) und Collazo (2) eine Senkung des Blutfettwertes bewirken. 
Auch beim lipämischen Diabetes sinkt nach den Beobachtungen von 
Fonseca (3) unter der Insulinwirkung neben dem Blutzuckergehalt 
auch der Blutfettgehalt. Beim normalen Menschen mit normalem 
Blutfettgehalt ist nach Fonseca die das Blutfett senkende Insulin- 
wirkung gering. 

Ich bespreche zunächst die Versuche an dem weißen Hunde, der 
seit etwa 21, Monaten mit einer gemischten vitaminfreien Nahrung und 
genügendem Mineralstoffgehalt ernährt worden war. Sein Anfangs- 
gewicht betrug etwa 6250g. Er hatte bei Beginn meiner Versuche 
am 16. Mai bereits über 1 kg an Gewicht verloren und wog 4700 g. 


Kë 
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In der Zeit vom 17. Mai bis 6. Juni wurde cine genaue Stoffwechsel- 
bilanz bei dem Tiere aufgenommen. Die Nahrung bestand immer aus 
40 g Reis, 35g Weizeneiweiß, 15 g Schweineschmalz und 1,5g Salz- 
gemisch. Der Gesamt-N-Gehalt der Nahrung betrug 5,441 g. Die Trocken- 
kotmenge in der Zeit vom 16. Mai bis 6. Juni betrug 74,4g. Der 
Gesamt-N-Gehalt des Kotes war 4,48g. Durchschnittlich wurden 
táglich 0,204 g N mit dem Kote ausgeschieden. Die tágliche Trocken- 
kotmenge betrug 3,4 g. Die Resorption war also bei diesem Tiere aus- 
gezeichnet. Die N-Bilanz betrug — 0,49 g. Zu Beginn der Avitaminose 
bekam das Tier bei der immer gleichbleibenden Nahrung etwa 72 Kalo- 
rien bei 6250 g Körpergewicht, am 16. Mai, bei Beginn meiner Ver- 
suche 95 Kalorien bei 4700 g Körpergewicht und am Ende der ersten 
Periode meiner Versuche am 6. Juni bei 4550 g Körpergewicht etwa 
99 Kalorien pro Kilo Körpergewicht und resorbierte auch diese Nahrungs- 
menge glatt. Trotzdem hatte der Hund während der Zeit vom 16. Mai 
bis 6. Juni 200 an Körpergewicht abgenommen. Am 7. Juni trat 
beim Hunde eine eintägige Darmstörung auf. Vom 8. bis 23. Juni 
hatte der Hund weitere 100 g abgenommen. 


Die Stoffwechselbilanz war folgendermaßen in der Zeit vom 8. bis 
23. Juni: 


Gesamte Trockenkotmenge . . . . . . . 705 g 
Gesamter N-Gehalt des Kotes . . . . . 3.132g 
Tägliche Trockenkotmerge . . ..... 44 g 
Täglicher N-Gehalt des Kotes . . . . . 0,19 g 
N:-Bilanz 2 ccr aa Ae as a DEL 


8. Juni 99 Kalorien pro Kilogramm Kö pergewicht; 
23. Juni 101,5 Kalorien pro Kilogramm Korpergewicht. 


Aus alledem ergibt sich, daß das Tier trotz úberreicher Ernährung 
und tadelloser Nahrungsresorption sich in negativer N-Bilanz befand 
und progressiv an Gewicht abnahm. Das ist das Bild der aus- 
gesprochenen Avitaminose, wie es von Bickel früher ausführlich ge- 
schildert wurde. 


Dieser Hund bekam nun am 4. Juni mit der Nahrung 6 Einheiten 
Insulin injiziert und am 5. Juni die gleiche Insulindosis. Ich unter- 
suchte den Blutzucker- und Blutfettgehalt an beiden Tagen vor 
der Insulinirjektion mit der Nahrungsgabe und 3 und 6 Stunden nach 
Insulininjektion. Ferner machte ich die gleichen Analysen am 6. Juni, 
an dem das Tier seine Nahrung ohne gleichzeitige Insulininjektion 
erhalten hatte. 


Die Blutfettwerte im nüchternen Zustande des Tieres sshwankten 
an den beiden Tagen vor der Insulinbehandlung zwischen 0,073 und 
0,062 Proz. Die Nüchternwerte am zweiten Tage nach der Insulin- 
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handlung vor der Insulingabe und am folgenden Tage, an dem das 
Tier überhaupt kein Insulin mehr bekam, betrugen 0,071 und 0,072 Proz. 
Daraus geht hervor, daß das Blutfett im nüchternen Zustande durch 
die Insulinbehandlunzg nicht beeinflußt wurde. 

Nach der Nahrungszufuhr war der Anstieg des Blutfettes an den 
beiden Insulintagen nicht übereinstimmend, am ersten war nach 
3 Stunden überhaupt kein Anstieg vorhanden, am zweiten Tage aber 
ein deutlicher Anstieg vorhanden. Daher stieg am ersten Tage nach 
der sechsten Stunde das Blutfett noch etwas an, während am zweiten 
Tage zu dieser Zeit bereits ein leicht subnormaler Wert erreicht wurde. 


Als ich nun am 22. Juni den Insulinversuch wiederholte, wobei 
das Tier nur an einem Tage 6 Einheiten Insulin injiziert bekam, war 
ebenfalls kein deutlicher Einfluß des Insulins auf die Nüchternwerte 
des Blutfettes an den Tagen nach der Insulininjektion im Vergleich 
zu den Tagen vor der Insulininjektion zu sehen. Fs war aber auf- 
fallend, daß unter der Insulinwirkung nach der Nahrungszufuhr über- 
haupt keine Steigerung des Blutfettes zustande kam. 


Aus allem ergibt sich, daß im Zustande der fortgeschrittenen 
Avitaminose beim Hunde und bei normalem Blutfettwert des Tieres 
das Insulin keinen Einfluß auf die Nüchternwerte des Blutfettes hat, 
daß aber das Insulin die postdigestive Hyperlipämie dämpft. 


Beim Blutzucker sah ich bei diesem Hunde, daß die Nüchtern- 
werte des Blutzuckers durch die Insulinbehandlung genau so wie die 
Blutfettwerte nicht beeinflußt werden. Der Blutzucker hatte bei 
diesem Tiere im ganzen normale Werte. Die postdigestive Hyper- 
zlvkámie nahm ungefähr den gleichen Verlauf bei der Insulingabe 
wie auch ohne dieselbe. 


Bei dem zweiten Hunde (gelben) stellte ich analoge Versuche an, 
wie bei dem weißen Hunde. Der Hund wurde im ganzen 39 Tage 
ivitaminos gefüttert. Die Nahrung bestand aus 40 g Reis, 25 g Weizen- 
eiweiB, 15g Schweineschmalz und 1,5g Salzgemisch in den ersten 
A3 Tagen. Dann bekam cr am 36. und 39. Tage eine Schmalzzulage. 


Der Kaloriengehalt der Nahrung war 406 Kalorien. Der N-Gehalt 
10% g N. Das Tier bekam zu Beginn des Versuchs 71 Kalorien pro 
Kilogramm Körpergewicht, am 39. Versuchstage 77,6 Kalorien. Das 
Tier hatte rund 1 kg Körpergewicht in 35 Tagen verloren. Die Trocken- 
kotmenge betrug in den 39 Tagen 108,4 g in der Periode, pro Tag 2,81 g. 
Der Kot-N-Gehalt betrug in den 39 Tagen 5,54 g, pro Tag 0,142 g. 
Die N-Bilanz war in den ersten 35 Tagen im Durchschnitt, unter 
Berücksichtigung der Kot-N-Werte für die ganze Zeit von 39 Tagen, 
-0.01g N. Auch bei diesem Tiere bestand weder Hyperglykämie 
noch Hyperlipämie. 
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Der Versuch begann am 19. Mai. Am 17. und 18. Juni bekam 
das Tier je 8 Einheiten, am 20. Juni 6 Einheiten Insulin. Die Nüchtern- 
werte für das Blutfett, die früher etwa 0,076 bis 0,075 betragen hatten, 
lagen in dieser ganzen Insulinperiode zwischen 0,056 und 0,093, im 
Durchschnitt also bei 0,074. Also auch bei diesem Tiere hatte die 
Insulinbehandlung keinen Einfluß auf den Blutfettgehalt des nüchternen 
Tieres. Auf die postdigestive Hyperlipämie hatte das Insulin höchstens 
nur einen geringen dämpfenden Einfluß. 

Die Nüchternwerte für den Blutzucker wurden ebenfalls nicht 
durch das Insulin merklich beeinflußt. Die postdigestive Hyper- 
glykämie wurde auch nicht herabgesetzt. 

Alles in allem verhielt sich dieser gelbe Hund, der im Anfangs- 
stadium seiner Avitaminose stand, dem Insulin gegenüber hinsichtlich 
dessen Beeinflussung der Blutfett- und Blutzuckerwerte genau so wie 
der erste Hund, der in einem Spätstadium der Krankheit war. 

Bei diesem gelben Hunde habe ich dann noch einen Versuch 
gemacht, bei dem ich 6 Einheiten Insulin dem nüchternen Tiere ohne 
gleichzeitige Fütterung injizierte. Der Blutzucker sank vorübergehend 
ein wenig, aber deutlich ab. Das Blutfett zeigte nur nach der ersten 
halben Stunde eine minimale Senkung, die aber so klein war, daß 
darauf kein Gewicht zu legen ist. Nach 6 Stunden war sogar ein leichter 
Anstieg des Blutfettwertes über den Anfangswert zu sehen. Dagegen 
war nach 24 Stunden, in denen das Tier nach der Insulininjektion 
nüchtern gehalten worden war, eine etwas deutlichere Senkung des 
Blutfettwertes eingetreten. 

Endlich habe ich bei diesem gelben Hunde noch folgenden Versuch 
gemacht. Ich fütterte das Tier mit 44 g Schweineschmalz, deren 
Kaloriengehalt ungefähr dem Kaloriengehalt der Nahrung entsprach, 
die das Tier täglich bekam. Dann untersuchte ich vor der Fettfütterung 
und 3, 41%, 6 und 71, Stunden nach derselben das Blutfett und den 
Blutzucker. Am übernächsten Tage wiederholte ich den Versuch 
unter gleichzeitiger Injektion von 6 Einheiten Insulin. Der Anstieg 
des Blutfettes über den Nüchternwert in den ersten 3 Stunden war 
bei dem Versuch ohne Insulin etwas stärker als bei dem Versuch mit 

Insulin. Im übrigen verliefen die Kurven fast identisch. Die gleich- 
zeitig mit den Blutfettkurven aufgenommenen Blutzuckerkurven 
ließen erkennen, daß die Erhebung der Kurve nach der Insulininjektion 
geringer war als ohne die Insulininjektion. 


Versuchsanordnung. 


Die avitaminösen Hunde wurden mit von allen Vitaminfaktoren fast 
freiem Futter gefüttert; die weiter unten beschriebene Nahrung wurde mit 
destilliertem Wasser gekocht und täglich zu bestimmter Zeit gegeben. Die 
Nahrung wurde nicht autoklavisiert. 
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Die Nabrung bestand aus | ’ Kalorien 
Sn at Ee ea an 
— n md nn = 
40g ReiS. ......... | 0,4851 164,0 
o 35g Weizeneiweiß ..... 4,9560 143,5 
Weißer Hund | 15g Schweineschmalz . — 139,5 
15g Salzgemisch. . .. .\ — le... 
Summe | 54411 | 4470 
| Go Nahrung bestand aus | N | Seege 
er er ee 
| 40g Beie... 04851 | 1640 
25 g Weizeneiweil ..... 3,5400 102,5 
Gelber Hund | 15 g Schweineschmalz . . . . ` — | 139,5 
| 1,5g Salzgemisch. . . ...| — A 
| Summe |; 4,0251 | 406,0 





Das Weizeneiweiß war von der chemischen Fabrik Dr. Klopfer, Dreden- 
Lenbnitz, bezogen worden. 


Die Blutentnahme wurde in nüchternem Zustande etwa 12 Stunden 
nach der letzten Nahrungsaufnahme gemacht. Blutfett und Blutzucker 
wurden nach der Banyschen Mikromethode ermittelt. Das Blut wurde 
immer der Ohrvene entnommen. Ich habe nur frische Lösungen verwendet, 
die untereinander kontrolliert wurden. Ich habe immer mehrere Bestim- 
mungen gleichzeitig vorgenommen. Analysiert wurde der Stickstoff im 
Harn täglich, im Kot periodenweise, wobei der letztere durch eine Gabe 
von 0,5g Karmin zu Beginn jeder Periode abgegrenzt wurde. Bei dem 
¿elben Hunde wurde der Kot der ganzen Versuchszeit auf einmal analysiert. 


Literatur. 


1> Bickel, diese Zeitschr. 146, 1924. — 2) Bickel und Collazo, Deutsch. 
med. Wochenschr. Nr 45, 1923. — 3) Fonseca, ebendaselbst Nr. 12, 1924. — 
4) Collazo und Gomez Bosch, diese Zeitschr. 141. 1923. 


Experimenteller Teil. 
Versuchsprotokolle. 


Weißer Hund. 


ee f Blutfett Blutzucker 
Datum Zeit Proz. Proz. 























SE. - E 0,073 T 0.080 


6 Einheiten Insulin injiziert. ; 
4. VI. Vor Injektin . .......... I 0,0862 | 0,080 
| Nach 3 Stunden. ......... | 0,061 0,088 


CO GENEE 0070 ' 0,093 





18, 


19, 


26. 


VI 


. VI. 


VI. 


. VÍ, 


ENL 


VI, 


.VI 


VI 





l 
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l Blutfett | 


| 


SH | Proz. 
6 Einheiten Insulin injiziert. 
Vor Injektion . . 2... 2.22.20... | 0,071 
© Nach 3 Stunden. . . 22.2.2... 0,095 
„ 6 gr EE 0,050 
0,072 
| 0,047 
Vor Injektion .... 2.2.2.2... | 0,063 
Nach 3 Stunden. . 2... 2 2 20. | 0,063 
vm 6 soo A ENEE 0,664 
0,054 
Gelber Hund. 
3 Einheiten Insulin injiziert. 
y MOT Injektion... 2000: &- = #4 | 0,088 
Nach 3 Stunden. ......... | 0,077 
„ 6 FE ee | 0,099 
8 Einheiten Insulin injiziert. 
| Vor Injektion... 2... 000. j 0,086 
¡ Nach 3 Stunden. . » 2 2 2 ee ... 0,082 
a II I E T TS 0,084 
Loy D A O a EE a 0,077 
Ohne Injektion, nur Füttern. 
: Vor, FUto e sou 2: a a | 0,062 
Nach Ij}, Stunden. ........ | 0,073 
E SR E 0,073 
sw Ais SCENE | 0,094 
6 4 EN da a a ae | 0,086 
6 Einheiten Insulin injiziert, ohne Füttern. 
! Vor Injektion . . ......... | 0,062 
Nach 2!!, Stunden. ........ | 0,058 
a 3 e A e E 0,061 
E Ts A E e e a 0,061 
, D "NEE EE 0,076 
24 nO a ee aa 0,056 
Schweineschmalz 44 g, ohne Insulin. 
Vor Füttern A % 2.3 e ée e l 0,062 
Nach 3 Stunden. ......... | 0,083 
9 41, no ee è 8 è> o> è . > o ọọ |! i 0,078 
y 6 y dee | 0,080 
” 1 g 2 nm e e e e e e e e l 0,088 
| 0,067 
Schweineschmalz 44 g., 6 Einheiten Insulin injiziert. 
Vor Injektion . . . 2. 2 2 2 2 2.0. | 0,093 
Nach 3 Stunden. . 2.2 2220. | 0,109 
E a E d 0,102 
6 e aa an e Ee Ä 0,107 
DON a. AR EE | 0,115 
y 2 En PARIS 0,077 


| 


Blutzucker 
Proz. 


0,097 


0,065 
0.072 
0.084 


0,077 
0,101 
0.090 
0,105 


0.077 
0.074 
0,085 
0.070 
0,071 


0.083 
0.083 
0.072 
0.075 
0.085 
0.078 


0,074 
0.083 
0,093 
0.078 
0.074 


0,081 


0.068 
0,082 
0,075 
0.065 
0,068 
0.065 
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Aral ysentabelle 


(Weißer Hund). 





Datum  suchs». 
tage 





ke ` Fee ` Fee 
N ra O 


TER 


GE e, et ees 


Vers Körper» 
gewicht 


E 


pia 
O 
(E 
© 


S 








Ham | Harn | E 
Num 


ohne mit 
e 
ccm | eem 
300 ¡ 400 
355 | 500 
400 500 
320 | 460 
450 | 570 
500 | 580 
560 | 660 
330 360 
510 | 605 
680 795 
470 ¡ 610 
520 | 635 
520 , 730 
520 : 780 
535 650 
570 520 
345 | 455 
380 520 
320 | 480 
460 ' 580 
377 , 520 
415 | 475 
Seng "dé Zeg 
685 | 755 
375 480 
420 | 530 
400 500 
420 | 560 
423 | 520 
340 | 470 
360 ' 520 
690 , 820 
410 ` 590 
540 665 
445 610 
490 | 680 
525 | 665 
565 720 
380 Se 


Harn 


| | 
Blut» 'Blutfett 
zucker | 


Proz. | Proz. 


0,062 — 
um — 

0063 — 
oo — 
| 0,083 = 
um — 
| 0,086 = 
omg — 


0,072 — 


0,080 ` 0,073 | 


Bemerkungen 


0,080 0,062 6 Einheiten Insulin injiziert 


0,085 0,071- 
0,085 0,072 


0,084 0,047 
0,078 0,063 
- 0.097 0,054 


6 Einheiten Insulin injiziert 


6 Einheiten Insulin injiziert 


6 Einheiten Insulin inj ziert 
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Analysentabelle er Eura): 


















































Ver d | Harm ` Harn , oo e 
il Körper» ohne mit N im Blut, Blutfett. 

Datum | = gewicht| Spül- | Spül- | Harn | zucker Bemerkungen 

i tage wasser Wasser, ; . 

' | g ccm | com | g | Proz. Proz. | 
uv 1. | 6250 | 260 | aso | 378 [0082 — | 
20. V. 2, || 6250 | 330 | 630 | 4,59 2 
21. V. | 3. || 6250 | 436 | 520 , 5,12 0,077 | = | 
22. V. ¡ 4. | 6100 | 505 | 700 5368| — ' — 
23. V. | 5. | 6150 | 285 | 405 | 2,72 De = 
24. V. — 6. | 6000 | 425 | 645 | 4,3 SS e 
25. V. . 7. | 6050 | 386 | 600 | 3,02 | 0081. — 
26.V. 8. | 6000 | 660 | 880 | 463 | — — 
27.W. 9. | 6000 | 360 | 420 | 3,29 | 0,075' — 
28.\. 10. 5950 | 380 | 530 | 460: — — 
29.V. 11. | 5920 | 470 | 645 | 361 | 0,072  — 
30.V. ,12.' 5800 | 694 | 795 | 556 | —  — 
31. V. 13. | 5800 | 212 | 320 | 2.78 | 0,070; — 
1. VI! 14. || 5770 | 307 | 530 | 3286 | — — 
2, VI. 15. | 5770 | 352 | 520 | 4,37 | 0,087 : 0,076 
3. VI. 16. | 5720 | 310 | 460 | 464 | — ` — 
4. VT. 17. | 5700 | 299 | 510 | 3288 —  — 
5. VI. 18. 5700 | 319 | 430 | 301 —  — 
6. VI. 19. ¡5700 | 385 | 530 | 401 | — 
"NL 20. | 5600 | 380 | 515 | 3,75 | — | 0,075 
8. VI. 21.1 5660 | 296 | 450 | 3,53 i 0,076 | 0,083 |; 5 Einheiten Insulin injiziert 
9, VI. 22, es 20 | 575 | 5,15 | 0,089: — "6 Einheiten Insulin injiziert 
10. VI. 23. 5600 | 325 | 450 340 |0,064 | — ` 
11. VI. 24. 5570 | 408 | 570 | 3,83 |0080; — 
12.V1. 25. .5600 | 282 , 430 | 337 | — — 
13. VI. 26. 5500 | 420 | 520 | 509 — , — 
14. VI. 27. | 5470 | 260 | 510 | 371° — ' — 
15. VI. 28. : 5520 | 155 | 290 | 284 | — — | 
16. VI. 29. | 5450 | 650 | 770 | 431 | 
17. VI. | 30. | 5400 | 430 | 620 | 3/47 | 0,065 | 0,088 ı 8 Einheiten Insulin injiziert 
18. ei 31. | 5450 | 360 | 550 | 3,54 0.077 | 0,086. 8 Einheiten Insulin injiziert 
19. VE. | 32. | 5450 | 448 | 610 | 3,42 0,077 | 0,062 
20. VI. | 33. | 5150 | 75 | 175 | 1,91 0,083 |, 0,062 | 6 Einheiten Insulin injiziert 
21. VI. | 34. || 5250 | 260 | 390 | 3,11 | 0,078 : 0,056 | (ohne Fett) 
22, VI. | 35. 5230 | 640 | 790 | 4,65 | 0.082 | 0,063 
23. VI. | 36. | 5100 | 420 | 575 | 161 | 0.074 | 0.062 ', (Schmalz 44 gi 
24.\T. 37. | 5150 | 405 | 500 | 3,78 | 0.081 | 0,067 | 
25. VI. | 38. | 5100 | 125 | 310 | 0,61 | 0,068 | 0,093 | 6 Einheiten Insulin injiziert 
26.17.39. 5150 | 465 | 570 | 2.87 | 0.065 ' 0,077 ` (Schmalz 44 9) 


Beitráge zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 78. 


Der Einfluß der Schilddrüse auf die wachstumsfórdernden 
Eigenschaften des Blutes bzw. ein Beitrag zum Nachweis 
"der Wachstumsstoffe im Blut. 


Von 


S. Uchida. 
[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.] 
(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Eine der elementarsten und sichersten Erfahrungen, welche man 
in der Lehre von der Funktion der Schilddrüse machen kann, ist die, 
daß die Schilddrüse einen sehr starken Einfluß auf das Wachstum 
besitzt. Er ist natürlich am ausgeprägtesten am wachsenden Tiere, 
aber er ist auch beim ausgewachsenen Tiere vorhanden und wird un- 
schwer erkennbar, wenn man durch geeignete experimentelle Bedin- 
gungen den Organismus zwingt, seine Befähigung zum Wachstum zu 
dokumentieren. Im Berner physiologischen Institut ist z.B. von 
Purujal) der Einfluß der Schilddrüse auf das Wachstum der Haare 
beim ausgewachsenen Tiere nachgewiesen worden. 

Auf welche Weise die Schilddrüse einen Einfluß auf das Wachstum 
erlangt, ließe sich auf verschiedene Weise erklären. Um experimentell 
dieser Frage nachgehen zu können, bedarf es einer bestimmten Vor- 
stellung hierüber als Ausgangspunkt der Versuche. Eine solche Vor- 
stellung wäre die, daß im Organismus Wachstumsstoffe kreisen, auf 
deren Produktion die Schilddrüse einen Einfluß haben könnte. Würde 
2.B. die Schilddrüse dafür verantwortlich sein, daß eine bestimmte 
Menge von Wachstumsstoffen jeweils zur Verfügung stände und im 





!) Furuja, diese Zeitschr. 147, 425, 1924. 
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Blutstrom kreisten, so wäre es denkbar, daß nach Wegmahme der 
Schilddrüse eine Verminderung der Wachstunsstoffe einträte, die man 
mit geeigneten Methoden nachweisen könnte. 

Der Begriff der Wachstumsstoffe ist kein neuer in den biologischen 
Wissenschaften. Er hat aber erst in den letzten Jahrzehnten durch die 
erfolgreichen Methoden der Gewebszüchtung eine sichere Basis ge- 
wonnen. Ehemals haftete dem Begriff der Wachstumsstoffe noch 
durchaus der Charakter des Hypothetischen au, und es scheint, dal 
nicht alle an der Wachstumsuntersuchung beteiligten Forscher gencigt 
sind, die Wachstumsstoffe als Realitäten anzuerkennen. Aus diesem 
letzteren Grunde erscheint es nicht unerwünscht, die Untersuchung 
des etwaigen Einflusses der Schilddrüse auf das Wachstum in dem 
angedeuteten Sinne mit als Beitrag zur Frage der Wachstumsstoffe 
überhaupt heranzuziehen. 

Die Idee meiner Untersuchungen, welche ich auf Anregung von 
Prof. Asher angestellt habe, ist, wie ersichtlich, eine, die im engsten 
Zusammenhang steht mit den voraufgehenden Arbeiten der Berner 
Schule über das Konstitutionsproblem. namentlich wie dasselbe in den 
Arbeiten von Asher und Furuja behandelt wurde. In der näheren Aus- 
führung bestand mein Versuchsplan darin, embryonale Gewebskulturen 
unter Zusatz von Plasma von normalen Kaninchen anzusetzen und das 
Wachstum von Gewebskulturen mit quantitativen Methoden zu ver- 
folgen. Sodann sollte bei demselben Tiere, welches zur Plasmagewinnung 
gedient hatte, die Schilddrüse entfernt werden und einige Zeit darauf 
das Plasma des jetzt schilddrüselosen Tieres in genau der gleichen Weise 
wie vorher zur Gewebszüchtung benutzt werden. Sollten sich Unter- 
schiede ergeben, so würde man wohl nicht umhin können, diese Unter- 
schiede auf einen veränderten Gehalt an Wachstumsstoffen zurück- 
zuführen. Jedenfalls wäre das die einfachste Erklärung. Andere Er- 
klärungen, die möglich wären, bedürften noch eine weitere Reihe von 
Voraussetzungen. 

Da die Hauptmethode, deren ich mich zu bedienen hatte, die 
Methode der Gewebszüchtung war, will ich kurz folgende Angaben 
über die Literatur der Gewebszüchtung nach der methodischen Seite 
machen. 

Erst Harrison!) war es nach Vorarbeiten von Loeb?) 1907 in Boston 


gelungen, lebende Gewehe außerhalb des Organismus zu züchten und echtes 
Wachstum zu erzeugen. 


1) Harrison, Observation on the living development nervfiber, Proc. 
Soc. exper. Biol. u. Med. 4, 1907; The eultivation of tissues in extraneous 
media as method of movement, Journ. exper. Zool. 9, 1910. 

2) Loeb, Uber die Entstehung von Bindegewebe-Leucocyten und roten 
Blutkórperchen aus Epithel und über eine Methode, isolierte Gewebsteile 
zu züchten. Chicago 1897. 


so 
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Bald darauf verbesserte Burrows!) die Methode. Er verwandte zum 
ersten Male Blutplasma und brachte darin embryonale Gewebe vom Frosch 
und Huhn (immer im homogenen Plasma) zum Wachstum. Von Burrows 
und namentlich von Carrel?) wurde dann die Plasmamethode weiter vertieft 
und ausgebaut, so daß es beiden Forschern in gemeinsamer Arbeit gelang. 
fast alle normalen Gewebe von Embryonen und erwachsenen Individuen 
des Huhnes, des Kaninchens, der Ratte, des Hundes, der Katze und selbst 
des Menschen zu kultivieren. 

Die Bindegewebskultur in vitro ist erst 1922 durch eine besondere 
Technik von A. Fischer?) möglich geworden. Später ziichteten auch Drew t) 
ud Erdmann®) Deckgewebe. Durch die neueren, besonders von Carrel. 
Fischer, Ebeling, Erdmann und Drew ausgearbeiteten Methoden, in welchen 
man nach letzterem direkt das Plasma entbehren und our in Salzlösungen 
und Extrakt Gewebe für längere Perioden züchten kann, ist es leicht, überall 
Gewebezüchtung zu treiben. 


Sodann will ich die von mir angewendeten Methoden beschreiben. 
Einmal die Methoden der Gewebskultur, sodann «die operativen 
Methoden. Bei den operativen Methoden habe ich zu bemerken, daß 
ich nicht allein, wie ich in der Einleitung erörtert habe, den Einfluß 
der Schilddrüse, sondern auch denjenigen der Thymus und des Ovariums 
mit herangezogen habe. Dabei leitete mich der Gedanke, daß auch von 
der Thymus ein Einfluß auf das Wachstun behauptet wird. Sodann 
wählte ich auch aus diesem Grunde die Thymus als ein Kontrollorgan, 
weil sie in naher Beziehung zur Schilddrüse steht. 

Die Technik besteht im wesentlichen darin, kleine lebende Gewebe- 
fragmente in eine passende Kultur zu bringen. 


Wir wandten natürliche oder künstliche Kulturmittel an, natürliche 
sind Blutplasma oder Serum, künstliche Ringersche Lösung oder Locke- 
Lewis-Lösung mit oder ohne Zusatz von Bouillon oder Agar. 

In meinem Versuch wandte ich mit Ringerlösung verdünntes Blut- 
plasma von normalen Hühnern und von normalen und schilddrüsenlosen, 
thymuslosen, schilddrüsen-thymuslosen oder ovariumlosen Kaninchen an. 


1) Burrows, The cultivation of tissues of the chic embrvo outside the 
body, J. A M. A. 15, 1910; A method of fournishing a continuous supply 
nf rew medium to a tissue culture in vitro, Anat. Record 6, 1917. 

2) Carrel, Die Technik der Gewebekultur in vitro, Abderhaldens 
Handbuch 5, 11, 1913; Neue Methoden zum Studium des Weiterlebens 
von Gewebe in vitro, Abderhaldens Handbuch 7, 1914. 

3) Fischer, A three months old strain of epithelium, Journ. of exper. 
Med. 24, 1922. 

1) Drew, A comperative study of normal and artifical culture, Brit. 
Journ. of exper. pathol., Nr. 17 urd 18, 1922. 

5) Erdmann, Einige grundlegende Ergebnisse der Gewebezüchtung 
aus den Jahren 1914 bis 1920, Ergebn. d. Anat. und Entwickl. 23; Die 
Figenschaften des Grundgewebes nach seinem Verhalten in der in-vitro- 
Kultur, Naturwissenschaften, Heft 31, 1924; Praktikum der Gewebepflege 
“ler Explantation besonders der Gewebezüchtung. Berlin 1922. 
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Man entnimmt des Blut einer Arterie oder Vene mittels einer ein- 
geölten Glaskanüle in paraffinierte Röhrchen bei 0% Bei der Blutentnahme 
vom Kaninchen ist die allgemein übliche Art, aus der Ohrvene Blut zu 
gewinnen zur Plasmabereitung, nur selten mit Erfolg angewendet. 

Es währt zu lange Zeit, bis man genügend Blut erhält. So wurde die 
Carotis unter aseptischen Kautelen frei präpariert. 

Nach vollkommener Freilegung eines Gefäßabschnittes wird das Gefäß- 
rohr oben und unten angeschlungen, aber nur das obere Ende angezogen. 
Nachdem die Carotis durch Anspießung der Adventitia mit steriler Metall- 
nadel fixiert ist, wird sie dicht an der Anspießungsstelle mit der Schere 
total durchtrennt und der Blutstrahl unter der Leitung der Nadel direkt. 
in ein eisgekühltes steriles paraffiniertes Zentrifugenröhrchen geführt. 

Nach weiterem kurzen Kühlen wird das so gewonnene sterile Kaninchen- 
blut zentrifugiert. 

Es braucht hohe Tourenzahl, um alle zelligen Elemente sicher ab- 
zuschleudern, 5 bis 10 Minuten zentrifugieren. 

Das klare, über den korpuskulären Elementen stehende Plasma wird 
vorsichtig mit paraffinierter Pipette abpipettiert, in sterile, paraffinierte 
eisgekühlte Reagenzröhrchen verteilt und dann ist der Nährboden fertig. 

Weitere Kühlung vor und während der Aussaat der Gewebsstückchen 
ist zu empfehlen. Es darf das Plasma nicht gerinnen! Peinlich steriles 
undrasches Arbeiten ist unerläßliche Bedingung. Diese Art der Blutgewinnung 
hat neben der Einfachheit und Raschheit den Vorteil, daß vor der Blut- 
entnahme das Gefäß möglichst wenig geschädigt und eine Beimengung 
von gerinnungsförderrden Bestandteilen aus dem Gefäßrohr auf Minimum 
beschränkt wird. 

Die Gewebestücke, welche zur Aussaat dienen, werden dem Embryo» 
während des Lebens entnommen. 

Sehr kleine Stücke werden mittels feiner Nadeln oder Starmesser 
abgeschnitten, schnell auf hohlgeschliffene Objektträger (Durchmesser 
20 mm, Tiefe 1,5 mm) gelegt und mit einigen Tropfen flüssigen Plasma 
bedeckt. . 

Hierauf wird das Plasma zu so dünner Schicht als möglich ausgebreitet. 
Es gerinnt fast unmittelbar darauf und fixiert das Gewebsstückchen auf 
dem Objektträger und wird mit sterilem Paraffin befestigt. 

Die Kulturen werden im Operationssaal in warmer und feuchter 
Atmosphäre und mit derselben Vorsicht und derselben Schnelligkeit wie 
bei einer subtilen chirurgischen Operation angelegt. 

Sie werden sogleich in den Brutschrank bei 38° gebracht. 


Die Operation. 
A. Schilddrúsenexstirpation. 

Das Tier wurde mit subkutaner Injektion von 0,02 g Morphiam hydro- 
chloricum rarkotisiert, auf den Tisch gebunden und das Operationsfeld 
mit Jodtinktur desinfiziert. 

Daß mit sterilen Instrumenten und unter peinlichster Wahrung der 
A- und Antisepsis operiert werden mußte, versteht sich von selbst. Median- 
schnitt am Halse, etwa 2 cm lang, Durchtrennung der Fascie in der Längs- 
richtung, Wegschieben der großen Speicheldrüsen nach oben, Längsspaltung 
der Muskulatur. | 

Zu beiden Seiten der Ringsknorpel wurden so die Seitenlappen sichtbar. 
freilich nur als äußerste Kleine Knötchen. 
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Die beiden Seitenlappen wurden nun mit feiner Pinzette gefaßt, unter- 
bunden und abgetragen. Dann wird fortlaufende Naht der Tiefenfascie 
und der Haut gemacht. 

Bei sorgfältiger Unterbindung gelang die Operation ohne den geringsten 
Blutverlust. Die Heilung der Wunde erfolgte erst nach 4 bis 6 Tagen. 


B. Kastration. 


Die Operationsmethode der Kastration wurde nach der allgemeinen 
Regel der Laparatomie ausgeführt. Als Narkose genügte die subkutane 
Injektion von 0,02g Morphium hydrochloricum. Die operierten Tiere 
waren immer schon 3 bis 6 Stunden nach der Narkose erwacht, bewegten 
sich munter und konnten gut fressen. Vom nächsten Tage an waren sie 
ganz wie vor der Operation. 

Wegen der Beziehung zum Wachstum habe ich auch das Ovarium 
entfernt und Plasma von ovariumlosen Tieren zu Zúchtungsversuchen 
mit benutzt. 

Meine ersten Untersuchungen galten der Einúbung der Methode 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen. In Vorversuch 1 teile 
ich das Ergebnis der Züchtung der Aussaat eines 13tágigen embryonalen 
Hühnerherzens mit. Als Medium benutzte ich normales Húhnerplasma, 
welches in wechselnden Verhältnissen mit Ringerlósung verdünnt wurde. 
Ich habe die Stärke des Wachstums mit Kreuzen bezeichnet, und die 
Anzahl der Kreuze ist ein Ausdruck der Stärke des Wachstums. Die 
Größe des Wachstums wurde nach 24 Stunden, nach 48 Stunden und 
nach 72 Stunden bestimmt. Man erkennt aus nachfolgendem Vor- 
versuch 1, daß Plasma-Ringerverdünnungen 2:1 und 1:1 be- 
sonders günstig wirkten. Maximales Wachstum der Kulturen war 
nach 72 Stunden erreicht. Im späteren Teile der Arbeit gebe ich Ab- 
bildungen, welche die Art meiner Beobachtungen veranschaulichen 
werden. Sodann habe ich bei den Hauptversuchen eine Meßmethode 
eingeführt, die darin bestand, daß ich mit Hilfe eines von mir geeichten 
Okularmikrometers im Mikroskop die Größe des Wachstums maß. 


Vorversuch I (24. November). 


Medium: Normales Hühnerplasma, Ringerlösung. — Aussaat: l3tägiges 
embryonales Hühnerherz. 


Nach 72 Std. 























Vorversuch 2 teilt die Ergebnisse des Wachstums mit verschiedenen 
Medien mit, es zeigt sich, daß, wie bekannt, Blutplasma mit Embryonen- 
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extrakt am stärksten wirkt, daß aber eine Verdünnung von Ringerlösung 
und Blutplasma und von physiologischer Kochsalzlösung und Blutplasma 
annähernd gleich gut auf das Gewebswachstum wirkt. 


Vorversuch 2 (29. November). 








Versuch mit verschiedenen Medien. — 13tágiges embryonales Hühnerherz. 
Medien ' Nach 24 Std. | Nach 48 Std. : Nach 72 Std 

Physiologische Kochsalzlósung . 1 

Blutplasma . piZ r AS ern 

Ringerlösung 2 — + + hn 

Blutplasma . un 

Embryo ext. SA 

Blutplasma . poa | <- + ++ ++- 

Aqua dest. . , LI 

Blutplasma . EE — + + 


Vorversuch 3 gibt vergleicherd die Resultate mit sechs verschiederen 
Präparaten von embryonalem Húhnerherzen. 


Vorversuch 3. 


Medium: Mit Ringerlósung verdünntes Hühnerplasma 2:1. 
Aussaat: Otägiges embrvonales Hühnerherz. 








i 4 
( 


Präparat ` | Nach 24 Std. Nach 48 Std. ` Nach 72 Std. 








Nr. 

pt a _ ag: ===. 
ə | 
2 = dose pi 
3 T Ban Le 
4 ae dr ae a sa da 
5 SEI Genee | — + 
6 e — Eeer l - 


In Vorversuch 4 habe ich reine Kulturen von Fibroblasten verwerdet. 


Vorversuch 4 (Reinkulturen von Fibroblasten). 


Medium: 7tägiger embryonaler Extrakt ], normales Hühnerplasma ?. 
Aussaat: 1. Passage (48 Stunden gezüchtetes Bindegewebe). 





Präparat | Nach 24 Std. | Nach 48 Std. | Nach 72 Std. 


Nr. z 

| Re 
Io ope ie +++ 
S sil | an, lio e — o 
Pp Las eta ala 


Tn allen Versuchen habe ich Eier von verschiedenen Hühnern verwendet. 
Da meine Ergebnisse etwas unregelmäßig waren, dachte ich daran, ob die 
allerdings richt sehr große Unregelmäßigkeit von dieser Verschiedenheit 
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herrúhre. Deshalb verwendete ich von da an für vergleichende Versuche 
Eier von demselben Huhn und fand, daß von da an meine Versuche gleich- 
mäßig wurden, wie nachfolgender Vorversuch 5 zeigt. 


Vorversuch A (16. Dezember). 


Medium: Normales Hühnerplasına 2, Ringerlösung 1. 
Aussaat: Stágiges embryonales Hühnerherz. 





Nach 72 Std. 














Präparat ` Nach 24 Std. Nach 48 Std. 
Nr. A A SSES ae 
10 u de SE dë rl dd 
11 BEE ee ee re 
12 SE Poeg one 
13 + ee E 
14 o dE Alo TR oe 
15 LL + q — + += 


Ich gehe jetzt zu meinen Hauptversuchen über. In Versuch 1 bis 4 
teile ich die Ergebnisse mit, welche dadurch erhalten wurden, daß 
Fibroblasten des 8tágigen embryonalen Hühnerherzens in einem 
Medium gezüchtet wurden, welches aus normslem Kaninchen- 
plasma und Ringerlösung bestand. Ich habe das Wachstum nach 
24 Stunden, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden beobachtet und 
nach der eingangs geschilderten Methode messend verfolgt. Die Zahlen 
in den Tabellen, durch welche ich die Größe des Wachstums charak- 
terisiere, sind so gewählt, daß 100 = 1 mm sind. Die einzelnen Gewebs- 
fasern einer Kultur sind natürlich in verschiedener Länge ausgewachsen, 
deshalb gebe ich immer das Maximum und das Minimum des Gewebs- 
wachstums an und ziehe aus einer Reihe von Versuchen das Mittel. 


Versuch 1 (20. Dezember). 


Medium: Normales Kaninchenplasma 2, Ringerlösung 1 (Kaninchen 1, 
Körpergewicht 1720 g). — Aussaat: 8tägiges embryonales Hiihnerherz. 








Nach 24 Std. Nach 48 Std. ! Nach 72 Std. 





Präparat a a tr II A E ON 
Nr. Maximum | Minimum ` Maximum . Minimum | Maximum | Minimum 
ER E u | | 
l 14 6 50 39 125 80 
2 17 7 62 38 1353 Hä 
3 | 15 5 54 13 140 78 
4 dE 3 51 34 110 ; 68 
E ( vu 3 An 29 105 48 
Durchschnitt : 14 5 3,3 123 , 71 
| 
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Versuch 2 (10. Januar). 


Medium: Normales Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 2, Körpergewicht 1850g), 




















Ringerlösung 1. — Aussaat: 8tägiges embryonales Hühnerherz. 
Präparat S Nach 24 Std. | Nach 48 Std. | Nach 72 Std. 
Nr. f Maximum Minimum Maximum | Minimum Maximum Minimum 
6 10 4 47 25 120 75 
7 o 3 57 >o 32 135 $6 
8 11 5 65 35 115 15 
9 15 6 53 27. 124 65 
10 | 13 4 45 25 L LS A ` 
Durchschnitt: 12 | 4 D. | 29 121 71 


Versuch 3. 
Medium: Normales Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 3, Körpergewich! 
1950 g), Ringerlósung 1. — Aussaat: 8tägiges embryonales Hihnerherz. 











Präparat | Nach 24 Std. Nacht. | Nach 72 Std. 
Nr. Maximum | Min:mum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum 
11 2 3 A8 23 120 65 
12 14 4 56.35 11 70 
13 ' 17 | 5 59 1.30 117 70 
14 13 4 30 26 | 12 55 
3 | 11 3 A8 20 : 100 65 
Durchschnitt: Lt | 123 15 6 


Versuch 4 (16. Januar). 


Medium: Normales Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 4, Körpergewicht 

















1850 g), Ringerlósung 1. — Aussaat: Stägiges embryonales Hühnerherz. 
Präparat | Nach 24 Std. | Nach 48 Std, ` Nach 72 Std. 
Nr. Maximum | Minimum | Maximum Minimum Maximum | Minimum 
E E O u = $ PE pa a SI R e 5 ES 
16 cas los 50 3 | 11 2 
17 15 > 55 38 , 120 | 18 
18 14 6 | 48 29 | IIO "o 
19 13 4 55 35 120 68 
20 12 3 0055 35 1105 65 
Durchschnitt: 12 | y 35 34 113 70 


Die nächste Reihe meiner Versuche, Versuch 5 und 7, berichtet 
über das Ergebnis der genau gleichen Art von Gewebskultur mit dem 
einzigen Unterschied, daß zur Aussaat zugesetzt wurde Kaninchen- 
plasma von Kaninchen 1 und Kaninchen 3, die in der voraufgehenden 
Versuchsreihe benutzt wurden, aber nach Exstirpation der Schilddrüse. 
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Man erkennt aus sämtlichen Zahlen der Versuche 5 und 7, daß das 
Wachstum sowohl nach 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden 
wesentlich verzögert ist. Diese Tatsache besagt, daß bei Anwendung 
von Plasma eines schilddrüsenlosen Tieres die Wachstumsförderung 
des Plasmas wesentlich sich vermindert hat. 


Versuch 5 (21. Januar). 
Bindegewebskultur mit schilddrüsenlosem Kaninchenplasma. 
Medium: Schilddrüsenloses Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 1, 14 Tage nach 
Operation), Ringerlösung 1. — Aussaat: 8tágiges embryonales Hiihnerherz. 











Präparat Nach 24 Std. | Nach 8 Std | Nach72 Std. 
Nr. Maximum Minimum Maximum | Minimum . Maximum | Minimum 
l 8 3 29 12 85 o: 60 
2 T 3 3l | 12 98 50 
3 8 | 4 23 12 ak o o 65 
4 8 ' 5 36 20) 90 > 65 
5 10 4 35 21 92 59 
Durchschnitt : sg | 4 29 Im ui 60 


Versuch 7 (26. Januar). 
Medium: Schilddrúsenloses Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 3, 20 Tage nach 
Operation), Ringerlósung 1. — Aussaat: Stägiges embryonales Hiihnerherz. 























Präparat Nach 24 Std. | Nach 48 Std. |; Nach72 Std. 
Nr Maximum | Minimum | Maximum | Minimum | Maximum | Minimum 
6 d 3 35 20.09 60 
Y 10 4 40 26 Hin 55 
S 11 4 50 35 100 65 
9 | 10 5 55 39 105 | 70 
10 lp 12 5 65 40 115 75 
Durchschnitt : 10 | 4 47 32 100 | 63 


Fast noch schöner als in den Tabellen kommen die Ergebnisse in 
den von mir aufgenommenen Mikrophotogrammen zum Ausdruck. 
Sämtliche mikcophotograpbische Aufnahmen habe ich bei genau der 
gleichen Vergrößerung und auch im übrigen unter genau den gleichen 
Bedingungen aufgenommen, so daß die in den mikrophotographischen 
Reproduktionen sichtbaren Größenverhältnisse die Tatbestände getreu 
wiedergeben. Ich möchte nicht verfehlen, Herrn Privatdozenten 
Dr. Julius v. Ries, der mir bei den mikrophotographischen Aufnahmen 
behilflich war, auch an dieser Stelle meinen besten Dank zu sagen. 

pq” 
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Abb.1 veranschaulicht das Wachstumsbild des embryonalen 
Bindegewebes eines 8tägigen Hühnerembryos und war 3 Tage im 
normalen Hühnerplasma gezüchtet. 





Abb. 2. 


In Abb. 2 bringe ich das Wachstumsbild von embryonalem Binde- 
gewebe des Stágigen Hühnerembryos. Das Gewebe war 4 Tage lang 
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im Plasma eines normalen Kaninchens gezüchtet. Man erkennt deutlich 
das üppige Auswachsen des Bindegewebes in der Kultur. 

In Abb. 3 bringe ich das Wachstumsbild von embryonalem Binde- 
gewebe des Stägigen Hühnerembryos. Zur Aussaat wurde Plasma 
von dem gleichen Kaninchen wie in Abb. 2 zugesetzt, mit dem einzigen 
Unterschied, daß das blutspendende Tier jetzt schilddrüsenlos war. 
Das Bild ist wiederum am vierten Tage wie das vorherige aufgenommen. 





Abb. 3. 


Vergleicht man Abb. 2 und 3, so ist der Unterschied im Wachstum 
ein ganz außerordentlich großer und es geht deutlich hervor, wie sehr 
dem Plasma eines schilddrüsenlosen Tieres Eigenschaften fehlen, 
welche bei normalem Plasma das Wachstum fördern. 

Der Versuch 8 und 9 wiederholt nochmals die voraufgehende 
Versuchsreihe. Versuch 8 gibt die Resultate der Züchtung vom Binde- 


Versuch 8 (8. Jar.uar). 
Medium: Normales Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 5, Körpergewicht 

















1650 g), Ringerlósung 1. — Aussaat: 8tägiges embryonales Hührerherz. 
Präparat Nach 24 Std. | Nach 48 Std. Nach 72 Std. 
Nr. Maxinum Minimum | Maximum | Minimum Maximum | Minimum 
nn, _— - —- > Sr —__ - AA Eege? = 
21 13 > 55 35 115 80 
22 | 12 4 56 | 32 120 65 
23 13 6 54 | 29 115 75 
24 12 4 | 50 27 120 65 
25 | 10 4 51 | 23 115 65 








Durchschnitt: | 11 5 53 29 | 117 70 
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Versuch 9 (30. Januar). 


Medium: Schilddrúsenloses Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 4, 10 Tage nach 
Operation), Ringerlósung 1. — Aussaat: 8tägiges embryonales Hiihnerherz. 











Präparat | Nach 24 Std. ` Nach 48 Std. : Nach 72 Std. 
Nr. Maximum | Minimum Maximum | Minimum Maximum | Minimum 
11 © H 4 34 25 00 55 
12 | 10 4 40 35 100 65 
13 | 9 3 35 20 85 65 
14 © H 4 50 45 115 75 
15 12 5 65 45 115 80 
Durchschnitt: JI 4 45 | 34 | IO) 64 


gewebe des 8tigigen Hühnerherzens mit normalem Kaninchenplasma. 
Der Versuch 9 dasselbe, nur mit dem Unterschied, daß das Plasma 
vom schilddrüsenlosen Kaninchen stammte. 

In der nachfolgenden Versuchsreihe habe ich die Technik insofern 
geändert, als ich das Kaninchenplasma nicht mit Ringerlösung, sondern 
mit Blutserum von dem gleichen Tiere verdünnte. Das Blutserum 
gewinne ich steril gleichzeitig mit dem Plasma, aber ohne die Gerinnung 
zu verhindern. Das Serum wurde durch rasches Zentrifugieren ge- 
wonnen. In Versuch 10 und 11 bringe ich in der bisherigen Weise den 


Versuch 10. Bindegewebskultur mit demselben Blutserum verdúnntes 

Kaninchenplasma (2:1). — Vergleich der Wachstumszustände in vitro 

vor und nach der Schilddrüsenexstirpation. — Kaninchen 7 (Körper- 
gewicht 1850 g). — Vor der Operation (11. Februar). 














Präparat Nach 24 Std. | Nach 48 Std. Nach 72 Std. 





Nr. Maximum | Minimum ` Maximum | Minimum Maximum | Minimum ` 
l 12 2 | 46 12 108 35 
2 15 5 | Di 28 128 15 
3 18 6 | 55 | 30 | 120 ` 60 
4 15 4 55 | IN 116 35 
5 13 3 64 | 28 120 AN 
Durchschnitt: 14 | t 56 23 o M8 j 5l 





Versuch 11. Nach der Operation (20. November). 





Nach 72 Std. 





Práparat Nach 24 Std Nach 48 Std. 
Nr. Maximum ‘ Minimum Maximum Minimum Maximu.n | Minimum. 
| E wa WEE en 
6 11 3 50 | 15 105 25 
7 12 5 45 | 25 99 45 
8 13 4 55 | 23 85 35 
9 12 3 45 12 So 30 
10 11 3 45 IS 90 38 
Durchschnitt : 12 t | 48 19 93 35 
Differenz: 2 () S 4 25 16 
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Vergleich des Wachstums unter Plasma- und Serumzusatz, vor und 
nach der Schilddrüsenexstirpation gewonnen. 


Wiederum geht aus den obigen Zahlen mit Deutlichkeit hervor, 
daß das Wachstum bei Zusatz von Plasma des schilddrüsenlosen Tieres 
gehemmt ist. Am größten ist der Unterschied nach 22 Stunden. Die 
Differenz in der Länge der am maximalsten ausgewachsenen Fasern 
beträgt 25, die Differenz der am wenigstens ausgewachsenen Fasern 
beträgt 16. 

Hierauf schritt ich zur Untersuchung des Einflusses der Exstir- 
pacion der Thymusdrise auf die wachstumsfördernde Eigenschaft 
des Plasmas. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe teile ich in dem 
nachfolgenden Versuch 12 und 13 mit. 


Versuch 12. 
Vergleich der Wachstumszustände in vitro vor und nach der Thymus- 
exstirpation. — Kaninchen 8 (Körpergewicht 1900 g). — Vor der Operation 
(2. März). 


Präparat Nach 24 Std. | Nach 48 Std. Nach 72 Std. 
Nr. Maximum | Minimum : Maximum | Minimum Maximum Minimum 


60 25 

















l 14 3) 120 55 
2 IK 4 65 , 26 125 60 
3 12 3 55 | 15 105 35 
4 13 3 45 20 110 45 
5 14 4 58 30 115 65 
Durchschnitt: 14 | 4 56 23 115 52 
Versuch 13. 
Nach der Operation (12. März). 
Präparat | Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 
Nr. Maximum Minimum Maximum ! Minimum Maximum | Minimum 
et DEE S Ge SE e 
6 12 4 i 59 30 110 55 
7 16 5 65 35 12065 
8 12 3 58 20) 115 45 
9 13 3 45 19 105 52 
l 10 II 3 | 40 15 90 30 
Durchschnitt: 13 4 53 24 108 d 
Differenz: l | 0 3 ] 1 24 


Vergleicht man die in obigen Versuchen gefundenen Unterschiede 
vor und nach der Operation, so sind sie so geringfügig, daß man praktisch 
gesprochen dem Fehlen des Thymus allein beim Kaninchen keinen 
Einfluß zuschreiben wird. Zwar sind geringfügige Unterschiede vor- 
handen, aber sie sind unbedeutend. Es zeigt also diese Versuchsreihe, 
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daß die Thymus beim Kaninchen offenbar dem Plasma selbst keinen 
Beitrag zu Wachstumsstoffen liefert, welcher für das Wachstum maß- 
gebend sei. Diese negativen Ergebnisse sind auch als Kontrollversuche 
wertvoll, indem sie zeigen, daß, wenn das Plasma eines operierten 
Tieres infolge der Operation keinen Verlust an Wachstumsstoffen er- 
leidet, meine Methode dies auch zum Ausdruck bringt. Die positiven 
Ergebnisse sind demnach kein Zufall, sondern der Natur der Dinge 
nach begründet. 


Recht deutlich wird das Gesagte in den mikrophotographischen 
Aufnahmen. 





Abb. 4. 


Abb. 4 bringt das Wachstumsbild des embryonalen ‚Bindegewebes 
von Stägigem Hühnerembryo nach 3 Tage langer Züchtung im normalen 
Kaninchenplasma. 


Abb. 5 bringt das Bild unter genau den gleieken Bedingungen, 
mit dem einzigen Unterschied, daß das Plasma von dem gleichen 
Kaninchen nach Exstirpation der Thymusdrüse stammte. Es ist auch 
in diesen Bildern ein geringfügiger Unterschied zugunsten der Züchtung 
in normalem Kaninchenplasma vorhanden. Die Berechtigung, den 
immerhin erkennbaren Unterschied nicht sehr hoch anzuschlagen, kann 
ich am besten durch die nachfolgende Versuchsreihe mit ihrem ganz 
anderen Ergebnis beweisen. 


In der nächsten Versuchsreihe habe ich nämlich sowohl die Schild- 
drüse wie auch die Thymus exstirpiert. Die Gründe, welche mich hierzu 
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veranlaßten, waren die bekannten Erfahrungen von Asher und seinen 
Mitarbeitern, welche auf die mannigfachste Weise den Beweis geliefert 
haben, daß beim Kaninchen Schilddrüse und Thymus in dem Sinne zu- 
sammenarbeiten, daß die Ausfallssymptome der Schilddrüsenexstirpation 
quantitativ und zeitlich ganz wesentlich verstärkt werden, wenn außer 
der Schilddrüse noch die Thymus entfernt wird. Genau das gleiche 
zeigen meine nachfolgenden Züchtungsversuche. 

In Versuch 14 und 15 bringe ich die Ergebnisse der Wachstums- 
versuche mit Plasma vor und nach der Thymus- Schilddrüsen- 
exstirpation. 





Abb. 5. 


Versuch 14. 
Vergleich der Wachstumszustände in vitro vor und nach der Thymus- 
Schilddrúsenexstirpation. — Kaninchen 9 (Körpergewicht 1900 g). — 
Vor der Operation (14. Februar). 








Nach 72 Std. 

















Präparat | Nacb24 Std | Nach 48 Std. 
Ne. | Maximum | Minimum | Maximum Minimum | Maximum | Minimum 
j ES 41 | SE 

l 15 5 60 30 120 65 

2 14 4 15 | 40 115 60 

3 13 3 50 18 105 40 

4 14 4 58 45 115 65 
S.. 14 5 il Di ` 30 uv 220: 1 ON ` 
Durchschnitt: a I & 0-1 3 1 Wë Jk 58 
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Versuch 15. Nach der Operation (23. Februar). 




















Präparat Nach 24 Std. Nach 48 Std. Ä Nach 72 Std. 
Nr. Maximum | Minimum | I Maximum imum | Minimum | Maximu Minimum | Maximum Minimum 
6 11 2 | 45 u 19 95 35 
7 9 3 | 32 | 15 85 30 
8 10 4 | 45 20 95 40 
9 8 3 | 35 18 90 | 35 
10 9 2 ] 35 15 85 5 | 31 
Durchschnitt: 10 3 38 | 18 mn 36 
Differenz: 4 | ] CC \ 14 25 | 22 





Abb. 6. 


Man sieht aus den hier mitgeteilten Zahlen, daß schon nach 
48 Stunden Wachstum ein sehr deutlicher Unterschied in der Wachs- 
tumsintensität vor und nach der Operation zutage tritt und er wird 
noch größer nach 72 Stunden. 

Aber noch viel schöner geht der Größenunterschied aus den mikro- 
photographischen Aufnahmen hervor. 

Abb. 6 gibt das Wachstumsbild des embryonalen Bindegewebes 
vom 8tägigen Hühnerembryo am dritten Tage in normalem Kaninchen- 
plasma gezüchtet. Abb.7 gibt genau das gleiche mit dem einziger 
Unterschied, dıß das Plasma demselben Tiere entstammte, nachdem 
Thymus und Schilddrüse entfernt worden war. Mit großer Deutlichkeit 
zeigen die Abbildungen, daß der Unterschied ein sehr eindringlicher 
ist. Man erkennt hieraus unmittelbar, daß dem Plasma des schild- 
drüsen- und thymuslosen Tieres in erhöhtem Maße die Eigenschaften 


A — 
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abgehen, das Wachstum zu fördern. Ich glaube, man darf es aus- 
sprechen, daß das Plasma des doppelt operierten Tieres in einem viel 
geringeren Besitz von Wachstumsstoffen ist, als das normale Tier. 
Die Versuchsresultate, welche ich bisher mitgeteilt habe, beweisen 
meines Erachtens die Existenz von Wachstumsstoffen und den engen 
Zusammenhang der Wachstumsstoffe mit der Schilddrüse und richtig 
verstanden auch mit der Thymus. 

In der nächsten Reihe meiner Versuche teile ich die Ergebnisse 
mit, die gewonnen wurden nach Zusatz von Plasma von kastrierten 





Kaninchen. Versuch 16 gibt die Resultate nach Zusatz von Plasma 
2) Tage nach der Kastration. Versuch 17 das gleiche von einem anderen 
Kaninchen 25 Tage nach der Kastration. 


Versuch 16 (24. Januar). Bindegewebskultur mit kastriertem 

Kaninchenplasma. Medium: Kastriertes weibliches Kaninchenplasma 2 

Kaninchen 2, 20 Tage nach Kastration), Ringerlósung 1. — Aussaat: 
Stägiges embryonales Hiihnerherz. 





Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 











Präparat Ge i i A ER 
Nr. Maxinum Minimum Maximum Minimum Maximum Minimum 
l 10 4 45 30 105 TO 
2 12 5 41 29 | 109 55 
3 12 6 51 30 110 | 15 
4 14 8 58 35 109 15 
5 13 4 57 30 | 110 s0 
Durchechnitt:: 12 5 50 31 109 77 
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Versuch 17 (2. Februar). 


Medium: Kastriertes Kaninchenplasma 2 (Kaninchen 5, 25Tage` nach 
Kastration), Ringerlósung 1. — Aussaat: 8tágiges embryonales Hühnerherz. 











Präparat Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 
Nr. ` Maximum | Minimum Maximum | Minimum Maximum | Minimum 
6 on 6 50 29 105 65 
7 | 13 4 51 25 | 110 54 
8 14 3 50 0.1065 "8 
9 13 4 60 35 | 115 59 
10 11 > 5 25 | 95 65 
Durchschnitt: 12 4 \ 5l 29 106 | 63 


Verglichen mit den früher mitgeteilten Kulturergebnissen zeigt 
sich, daß kein in Betracht kommender Unterschied in der Wachstums- 
intensitát nach Entfernung der Ovarien vorliegt. Es darf daher aus 
diesen Ergebnissen gefolgert werden, daß das Vorhandensein oder 
Nichtvorhandensein der Ovarien des ausgewachsenen Tieres keinen 
wesentlichen Einfluß auf den Gehalt des Plasmas bzw. Serums aus 
Wachstumsstoffen hat. 

Schließlich bringe ich noch eine Übersichtstabelle über die Gesamt- 
heit meiner Versuche. 


Durehsehnittliche Vergleiche. 


Normales Kaninchenplasma. 














Nach 24 Std. | Nach 48 Std. | Nach 72 Std. 


Maximum | Minimum ` Maximum ` Minimum | Maximum Minimum 


| 
| 
| 
i 





11 300033 om | 17 70 

14 33300003 125 71 

12 4 53 29 ; I2 71 

| 13 4 51 | 25 115 65 

13 5 53 34 | 113 70 

Durchschnitt: | 13 | 5 53 | 31 I8 69 


Kastriertes Kaninchenplasma. 





Nach 24 Std. 





Nach 48 Std. | Nach 72 Std. 





— 


i . D D ) . D D | . H e 
Maximum | Minimum Maximum | Minimum Maximum | Minimum 


1 
I 


12 5 50 31 109 
| WE E ETH 106 63 
Durchschnitt: 12 nau 30 107 "oO 
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Schilddrüsenloses Kanirchenplasma. 





Nach 24 Std. i Nach 48 Std. Nach 72 Std. 








Maximum | Minimum Maximum | Minimum Maximum | Minimum 





8 4 SI 16 91 | 60 

10 4 47 32 106 | 63 

11 4 45 34 101 64 

Durchsehnitt : 10 4 31 21 | N `, 62 


Ich glaube, daß die Aufgabe, welche Gegenstand der vorstehenden 
Arbeit war, in dem Sinne gelöst worden ist, daß gezeigt werden konnte, 
daß das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein der Schilddrüse 
bzw. der Schilddrüse und der Thymus einen Einfluß auf die wachstums- 
fördernden Eigenschaften des Blutplasmas hat. Ich betone nochmals, 
daß alle Vergleiche mit dem Plasma des gleichen Tieres vor und nach 
der Operation gemacht wurden. Man könnte daran denken, ob nicht 
im Laufe des Versuchs aus anderen Momenten die wachstumsfördernden 
Eigenschaften des Blutplasmas abnahmen. Die Zeiträume, innerhalb 
deren sich meine Versuche abspielen, sind viel zu klein, als daß das Moment 
des Alterns in Betracht kommen könnte. Dazu konımt noch, daß bei 
denjenigen Versuchen, bei welchen die Exstirpation von Organen negativ 
war, nämlich die Exstirpation des Ovariums, die gleichen Momente mit 
hinein spielten, aber doch keine Abnahme der wachstumsfördernden 
Eigenschaften beobachtet werden konnte. 

Die vorstehenden Versuche beweisen aber auch meines Erachtens, 
daß die Methode der Gewebskultur geeignet war, die Annahme zu 
stützen, daß Wachstumsstoffe im Plasma selbst der erwachsenen Tiere 
kreisen, und daß diese Wachstumsstoffe insbesondere bei Vorhandensein 
der Schilddrüsen im Plasma in größeren Mengen oder in wirksamcrer 
Form vorkommen. Für das Ergebnis kommt es auf das gleiche hinaus. 
Die von mir zum Nachweis der Wirksamkeit der Wachstumsstoffe 
m Plasma benutzte Methode dürfte auch für die praktische Verwendung 
hei der klinischen Untersuchung geeignet sein. Man wird namentlich 
Fälle von Hypothyreose auf ihren Gehalt an Wachstumsstoffen im 
Plasma untersuchen können. 


| Zusammengefaßt sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit 
die folgenden: 

l. Die Methode der Gewebskultur wurde ausgearbeitet, um die 
wachstumsfördernden Eigenschaften von Plasma von Kaninchen zu 
untersuchen. 

2. Es ergab sich, daß das Plasma eines Tieres, bei dem die Schild- 
drüse entfernt worden war, stark an wachstumsfördernden Eigen- 
schaften, geprüft an der Gewebskultur, verlor. 
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3. Noch größer war der Verlust an wachstumsfördernden 
Eigenschaften, wenn außer der Schilddrüse noch die Thymu- 
drüse der Kaninchen entfernt worden war. Die Entfernung der 
Thymus allein hatte einen zwar erkennbaren, aber nur gering- 
fügigen Einfluß. 

4. Die Entfernung des Ovariums hatte keinen Einfluß auf die 
wachstumsfördernde Eigenschaft des Kaninchenplasmas. 

5. Diese Ergebnisse liefern einen Beweis für das Vorkommen von 
Wachstumsstoffen im Blutplasma und die Methode des Nachweise 
ist für die klinische Verwertung geeignet. 


Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 79. 


Die Abhängigkeit der Erregbarkeit des zentralen Nerven- 
systems von den Ovarien, geprüft durch die Hyperglykämie 
nach Diuretininjektion. 


Von 
S. Uchida. 
[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.] 
(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Eine der Fragen aus der Lehre der inneren Sekretion, die ein 
besonderes Interesse beansprucht, ist die Abhängigkeit des zentralen 
Nervensystems, insbesondere der Erregbarkeit des Zentralnervensystems 
von den Drüsen der inneren Sekretion. Im Berner physiologischen 
Institut ist dieses Problem schon mehrfach der Bearbeitung unter- 
zogen worden. 


Was die Schilddrüsen anlangt, so hat Newton!) im Anschluß an eine 
frühere Arbeit von Ruchti?) eine quantitative Methode ausgearbeitet, um 
die Erregberkeit des Zentralnervensystems nach Exstirpation der Schild- 
drüse und der Thymus zu prüfen. Er fand mit dieser Methode eine starke 
Herabsetzung der Erregbarkeit des Zentralnervensystems. 

Den Einfluß des Ovariums auf die Frregbarkeit des Zentralnerven- 
‘stems hat sodann im Berner physiologischen Institut Takakusu?) näher 
untersucht. Die Methode, deren er sich bediente, war die nachfolgende: 
Man weiß, daß Diuretin durch zentrale Reizung Hyperglykämie verursacht. 
Auf diese Tatsache sich stützend, konnte daran gedacht werden, daß vor 
md nach Exstirpation der Ovarien die Hypergelykämie nach Diuretin- 
injektion eine andere sein würde. Die Verminderung derselben wäre ein 


') Newton, C. Francis, Amer. Journ. of Phys. 71. 12, 1924. 
2) Ruchti, diese Zeitschr. 105. 1. 1920. 
?) Takakusu, diese Zeitschr. 128, 122, 1923. 
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Anhaltspunkt dafür, daß Entfernung der Ovarien die Empfindlichkeit 
des Zentralnervensystems auf den Diuretinreiz vermindert. Dies war nun 
dasjenige, was Takakusu tatsächlich gefunden hat. Um die von ihm ge. 
fundene Tatsache zu sichern, und überhaupt einen neuen Beweis für die 
innere Sekretion der Ovarien zu erbringen, hat Takakusu durch Parabiose 
ein normales und ovariumloses Kaninchen vereinigt. Er fand, daß in den 
gelungenen Fällen von Parabiose die höhere Erregbarkeit auf Diuretin, 
geprüft durch die Zuckeranalyse des Blutes am ovariumlosen Tiere, wieder- 
kehrte. 

Die nachfolgende Untersuchung ist deshalb angestellt worden, 
weil die von Takakusu angewendete Methode sich noch durch Hinzu- 
fügen einer weiteren methodischen Maßnahme wesentlich besser ge- 
stalten ließ. 


Vorausgesetzt, daß die Annahme richtig ist, daß Diuretin durch 
zentrale Erregung Hyperglykämie macht, so sind zwei Wege denkbar, 
auf welchen diese Hyperglykämie zustande kommt. Der eine Weg 
wäre, daß infolge der Reizung der vegetativen Zentren die Impulse 
auf nervösem Wege zur Leber kämen und dort die Glykogenvorräte 
ausgeschüttet würden; der andere Weg, der gleichzeitig möglich wäre, 
ginge über die Nebennieren. Das durch nervöse Erregung vermehrt 
ausgeschüttete Adrenalin könnte entweder allein oder zusammen mit 
dem anderen Faktor die Hyperglykämie verursachen. Nach allem, 
was wir wissen, muß unbedingt bei zentralem Entstehen der Hyper- 
glykämie die Leber die Hauptrolle spielen. Um die Versuche rein zu 
gestalten, erschien es notwendig, den etwaigen Einfluß des zugleich 
ausgeschütteten Adrenalins auszuschalten. 


Aus diesem Grunde habe ich auf Anregung von Prof. Asher folgenden 
neuen Versuchsplan ausgearbeitet, der bezweckte, die Beeinflussung der ` 
Erregbarkeit des Zentralnervensystems durch das Ovarium vermittelst ` 
der Empfindlichkeit gegenüber der Hyperglykämie erzeugenden Diuretin- 
injektion zu prüfen. Als Voroperation habe ich auf der einen Seite die 
Nebenniere exstirpiert. Bei der Operation wurde darauf geachtet, vorher 
die Freilegung des Nervus splanchnicus und der Nebenniere so zu ge- 
stalten, daß der intakte Verlauf des Nervus splanchnicus sichtbar war. 
Denn es war für das Gelingen des Versuchsplans unbedingt erforderlich, 
daß dieser Nerv nach Exstirpation der Nebenniere vollständig intakt 
blieb. Die Voropcration wurde noch ergänzt durch Durchschneidung 
des Splanchnicus auf der anderen Seite. Jetzt war nach den Unter- 
suchungen von Stewart eine Ausschüttung von Adrenalin infolge 
zentraler Erregung vollständig ausgeschlossen, denn die eine Neben- 
niere fehlte und auf der anderen Seite konnten nervöse Impulse die 
Nebenniere nicht mehr erreichen. 


Nachdem die Versuchstiere die Voroperation überstanden hatten, 
wurde ihre Reaktion auf Diuretininjektion geprüft und mit derjenigen 
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verglichen, die vor jedem Eingriff zu beobachten war. Nachdem die 
Reaktion der vorbehandelten Tiere hinreichend klargelegt war, er- 
folgten die Hauptversuche. Es wurde jetzt beiderseitig das Ovarium 
entfernt und nach der Wundheilung von neuem Diuretin injiziert. 
Auf diese Weise konnte, da jede Adrenalinausschüttung unterblieb, 
rein die geänderte Reaktionsfähigkeit des zentralen Nervensystems 
geprüft werden. Voraussetzung für das Gelingen war natürlich, daß 
während der ganzen Zeit der Untersuchung für einen guten Glykogen- 
ansatz durch die Ernährung gesorgt war. 


Über die prinzipiell wichtige Frage des Mechanismus der Diuretin- 
hyperglykämie liegen in der Literatur genügende Angaben vor. Ich 
erwähne an dieser Stelle insbesondere Porges!) und Nichi?). In diesen 
beiden Arbeiten ist der Beweis des zentralen Ursprungs der Diuretin- 
hyperglykámie erbracht. 


Die Bestimmung des Blutzuckers habe ich nach der Mikromethode 
von Hagedorn-Jenser.?) gemacht. Ich bin dabei genau nach den Angaben 
der genannten Autoren verfahren. Um die Methode einzuüben und den 
Genauigkeitsgrad derseiben in meinen Händen zu prüfen, habe ich damit 
begonnen, den Blutzuckergeholt des normalen Tieres zu bestimmen. Zu 
diesem Zwecke wurden die Kaninchen einige Wochen lang in demselben 
Stall unter den gleichen Bedingungen gefüttert. Das Blut wurde dreimal 
vormittags und dreimal nachmittags in gleichen Zeitabständen den Ohr- 
gefäßen entnommen. Bei der Blutentnahme blieben die Tiere ungefesselt 
im Korbe. 


Das Ergebnis dieser Prüfung lege ich in der Tabelle I nieder, welche 
die Prozentmenge Blutzucker von normalen Weibchenkaninchen angibt. 


Nachdem ich auf diese Weise den normalen Blutzucker des un- 
beeinflußten weiblichen Tieres festgestellt hatte, untersuchte ich die 
Blutzuckermengen nach subkutaner Injektion von Diuretin vor der 
Operation. Ich habe 1,5 g Diuretin (Theobrominum natriumsalicylum) 
subkutan injiziert. Das Diuretin wurde in l5ccm physiologischer 
Kochsalzlösung gelöst und ganz vorsichtig und langsam unter die 
Rückenhaut injiziert. Nach der Injektion wurde das Tier häufig einige 
Minuten lang unruhig, erholte sich jedoch sehr bald, wurde wieder ganz 
munter und fraß im Verlauf der Beobachtung sein Futter. Das Blut 
des injizierten Kaninchens wurde zuerst 1 Stunde nach der Injektion und 
dann mit je einstündigen Intervallen im ganzen sechsmal wie bei den 
nicht injizierten Kaninchen aus einem Ohrgefäß entnommen und nach 
der Vorschrift von Hagedorn-Jensen analysiert. Dabei habe ich jedes- 
mal Doppelanalysen gemacht. 





1) A. Porges, Wien. klin. Wochenschr. 1908. 
2) M. Nichi, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 61, 1909, 
3) Hagedorn-Jensen, diese Zeitschr. 185, 1923. 
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Tabelle I. 


Die Blutzuckermenge in Prozenten von normalen Kaninchen, 








Nr. 
Datum 
Körpergewicht, kg 


| 22. XL. 
Mena 


Durchschnitt: | 




















i 








Nr. N 


Datum 
Körpergewicht, kg | 





Po 
| 0 
| 0,112 





| 0,092 





Durchschnitt: | 0,103 ` 


Mts 2 4 
27.XL | 27. XI. 28. XI. 
| 2,450 1 230 | Zen 
om | 0.096 | 0,112 
0,105 | 0,094 | 0,107 
0,098 | 0,097 | 0,112 
0,091 | 0,095 | 0,124 
0,100 | 0,099 | 0,107 
0,102 | 0,104 | 0,12] 
| 0,100 | 0.096 | 0,114 
: 8 9 
A XUL. 4. XII. 
| 2,250 2,250 ` 3,150 
pa deg IN ER = RA Lac ET 
0,113 | 0,098 , 0,113 
0,115 | 0,095 | 0,115 
0,108 0,104 | 0,108 
0,105 ' 0,107 | 0,105 
0,098 0,098 | 0.098 
0,095 | 0,099 ` 0,095 
0,106 | 0,100 : 0,105 








5 6 
29. XI ı 1. XIL 
2,520 1,255 
' 0.117 | 0,093 
0,119 - 0,100 
0,107 ¡ 0,103 
0,105 : 0,107 
0,116 | 0,102 
0,117 ' 0,098 
' 0,114 | 0,100 
10 | 11 | 12 
6. XIL , 8.XIL 10. XI. 
! 2,700 | sn 
0,104 | 0,104 
0,103 | 0,106 
0,098 ' 0,099 
0,097 0,102 
| 0,105 , 0,107 
0,108 0,103 
0,103 0.103 ` 


In der Tabelle II bringe ich die Resultate, die Blutzuckermengen 
in Prozenten nach der subkutanen Injektion von 1,5 g Diuretin. 


Tabelle II. 


Die Blutzuckermenge in Prozenten nach der subkutanen Injektion von 
1,5 Diuretin bei normalem Zustande. 





| 











N. 1 | 2 3 4 ) 5 6 

Datum : M.XM , 12.X1. 13. XI 15. XII. 16. XI. "Le SAIL 

Körpergewicht. kg y 2,650 | 2.500 | 2,400 2,630 | 2,590 : 1,280 

0,132 + 0,154 | 0.115 ' 0,104 0,134 0.184 

0,138 | 0,184 | 0,104 , 0,115 0,212 0,176 

0,152 0,166 : 0,142 0,116 0,231 0,154 

0,145 ; 0,193 ¡ 0,125 0.130 0,215 ; 0,183 

0.185 : 0,154 0,133 0,109 0,192 0,194 

u 0,141 ' 0,152 | 0,121 0.110 ; 0,188 . 0.176 

Durchschnitt: + 0,145 0,167 ' 0,123 ` 0,114 0,205 > 0,177 
Ne z s Iw In ur 

Datum 18. XIE. ' 19, XIL 20. XI. 22. XIL. | 8. L 13.1. 

Körpergewicht, kg | 1,70 : 2300 12260 3,160 | 2,800 2.720 
NÉE gi 2 l E 5 o EE e EE 

0,154 0,197 | 0,158 > 0,135 | 0.121 , 0,139 

0,123 0,153 0,194 ` 0,198 0,118 : 0,153 

| 0,128 0,149 0,183 ' 0,186 0,131 : 0.155 

| 0.129 - 0,158 | 0,175 0.175 0,122 ¡ 0,150 

¿0.119 ' 0,162 ¿ 0,169 : 0,168 0,116 | 0,157 

i 0.124 ; 0.142 | 0,150 ; 0,173 0.108 ; 0,143 
Darchselmitt: $ 0131 0,160 7 0,171 © 0172 09 ! 0,149 ` 
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Aus der Tabelle II folgt, daß an normalen Weibchentieren nach 
Diuretininjektion eine erhebliche Hyperglykámie erfolgt. 

Sodann schritt ich zu einer weiteren Versuchsreihe, die gewisser- 
maßen eine Nachprüfung der Untersuchungen von Takakusu ist. Die- 
selbe bestand in einer Feststellung der Wirkungen der Diuretininjektion 
am Kaninchen nach doppelseitiger Entfernung der beiden Ovarien. 


Tabelle 111. 
Diuretinversuche an Kaninchen, deren beide Ovarien entfernt sind. 


Versuch 1 (Kaninchen 8). 
Te Ie: Ig OOO EEE SEES 





























Datum Körpergewicht I Zeit | Zuckermenge | Durchschnitt 
DE A j a 
B.XL 2,250 Is OI, 
| 110107 ` 
12 0.107 ` ; 
, um 0112 108 
2 0,124 
| 3 0,12] 
19. XII. 2,300 | Ya 0,197 ` 
(Diuretininjektion 1,5) | 10 0,152 
| n 0,149 0,160 
| 12 0,158 Gg 
Ip 0,162 
| 2 0,142 
23. XII. (Operation) 
1925 
6.1. 2,380 | 9a - 0,118 
! 10 0,119 i 
| n 0,109 0,109 
12 0,108 
| 1P 0,104 
2 0,101 
x. 1. 2,380 ! | Ya 0,108 
(Diuretininjektion 1,5) 10 0,111 
! 1 l i 0,136 DH 
18 0,132 nn 
lp 0,128 
| 3 0,125 
13. 1. | 2,400 | 9a 0,097 
| 10 0,095 
11 0,100 geg 
| 12 0.107 0,000 
| Ip 0,102 
Ä 2 0,104 
14.1. f 2,400 Ä a 0,095 
-  (Diuretininjektion 1,5) ` 10 601401 
ı 2 0,116 Sa 
ENT 0.111 At 
9 0,107 
3 0,104 
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Tabelle III (Fortsetzung). 








l Datum l Körpergewicht Zeit Zuckermenge | Durchschnitt 
23. 1 0,107 
0,104 
0,102 
0.105 0,104 
0,107 
0,104 
3. IT. 2,450 Qa 0,116 
| (Diuretininjektion 1,5) 10 0,118 
11 0,121 
| 12 0,112 nn 
Ip 0,107 
2 0,105 
1924 Versuch 2 (Kaninchen 9). 
4. XII. | 2,250 98 0,098 
10 0,095 
11 0,104 
Ä 12 0,107 | 9100 
lp 0,098 
2 0,099 
21. XII. 2,260 ga 0,158 
(Diuretininjektion) 10 0,194 
11 0,183 
12 0,175 Bad 
Ip 0,168 
2 0,150 
1925 
16.1 2,290 (Operat.) 
19.1. 2,280 10a 0,115 
11 0,112 
12 0,110 
Ip 0,117 0,113 
2 0,113 
3 0,115 
20. I. 2,280 108 0,184 
(Diuretininjektion) 11 0,202 
12 0,216 
Ip 0,197 0,192 
2 0,179 ` 
3 0,175 
26. I. 2,300 Ya 0,113 
10 0,112 
11 0,105 
12 0,104 0,108 
2p 0,108 
3 0,110 
29. I. 2,300 10s 0,125 
(Diuretininjektion) 11 0,130 
12 0,150 
d Ze 0,134 0,131 
3 0,135 


4 0,115 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


Datum d Körpergewicht | Zeit | Zuckermenge | Durchschnitt 














31.1. | 2,310 
| 0,102 
| 
l 
1924 Versuch 3 (Kaninchen 10). 
6. XII. | 3,150 108 0,113 
11 0,115 
12 0,108 0,105 
2p 0,098 
3 0,105 
4 0,095 
22. XII. 3,160 ga 0,135 
(Diuretininjektion) 10 0,198 
11 0,186 0,172 
12 0,175 
2p 0,158 
ii 3 0,183 
16. I. 3,200 (Operat.) 
20. I. 3,190 10a 0,121 
11 0,115 
12 0,117 0,119 
2p 0,119 
| 3 0,117 
4 0,114 
22.1. |i 3,190 11a 0,131 
| (Diuretininjektion) 12 0,163 
| Ze 0,142 0,131 
\ | 3 0,120 
4 0,121 
5 0,112 
97. I. 3,200 ga 0,118 
| 10 0,119 
11 0,116 0,118 
12 0,119 
2p 0,113 
3 0,114 
28. I. 3,190 10a 0,112 
(Diuretininjektion) 11 0,140 
12 0,134 0,128 
Zp 0,183 
3 0,126 
| 4 0,125 
an | 3,210 ga 0,107 
| 10 0,109 
| 11 0,105 
12 0,111 0,108 
| 2p 0,107 


3 0,109 
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Aus den Versuchen dieser Reihe geht eine vollstándige Bestátigung 
der Angaben von Takakusu hervor. Infolge der Kastration sinkt die 
Reaktion auf Diuretin, aber immerhin ist noch eine merkliche Hyper- 
glykámie zu konstatieren. 

In einer weiteren Versuchsreihe habe ich mich damit befaBt, die 
Blutzuckermengen verschieden lange Zeit nach der Kastration zu 
untersuchen. Eine Übersicht über die erhaltenen Ergebnisse gibt die 
Tabelle IV. Sie zeigt den Zuckergehalt 4, 11 und 16 Tage bzw. 21 und 
31 Tage nach der Kastration. 


Tabelle IV. 


Die Blutzuckermenge verschieden lange Zeit nach der Kastration der 
weiblichen Kaninchen (Kaninchen 8). 














Datum || 6.1. 13. 1. 23.1. 
A f (14 T. n. Kastr.) | (21 T. n. Kastr.) | (31 T. n. Kastr.) 

Körpergewicht, kg | 2,380 2,400 | 2,405 

0,118 0,097 | 0,107 

0,119 0,095 | 0,104 

0,109 | 0,100 ` 0,102 

0,108 0,107 0,105 

0,104 0,102 | 0,107 

‚0,101 0,104! 0,104 

Durchschnitt: | 0,106 0,099 0.104 


Kaninchen 9. 


























Datum | 19. I. 27. 1. 31. 1. 
| (3 T. n. Kastr.) | (10 T. n. Kastr.) | (15 T. n. Kastr.) 
Körpergewicht, kg | 2,280 KOU | 2,310 
015 | 013 0,104 
0,112 | 0,112 0,102 
0,109 0,105 0,105 
0,117 0,104 | 0,100 
0,113 0,108 0.102 
i A a 0,115 0,1 10 0,100 
Durchschnitt: | 0,118 0,108 | 0.102 ` 
Kaninchen 10. 
Dtm 21. I zn I An 
' (4T. n. Kastr.) (11 T. n. Kastr.) | (16 T. n. Kastr.) 
Körpergewicht. kg . 3,190 3,200 | 3,210 
© 0.121 © 0118. | 0,107 
0,115 0,119 | 0,109 
0,117 | 0,116 0,105 
0,119 0,119 0.111 
0,117 0,113 0.107 
0,114 | 0.114 0,109 





Durchschnitt: 0,119 018 0108 ` 
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In der nächsten Versuchsreihe habe ich die Reaktion auf Diuretin 
in verschieden langen Zeiten nach der Kastration untersucht. Das 
Ergebnis dieser Versuche bringe ich in Tabelle V. 


Tabelle V. 
Die Blutzuckermenge bei subkutaner Injektion von Diuretin 


nach der Kastration von weiblichen Kaninchen. 








Körpergewicht, kg || 


ae 























“0,108 | 0,095 ` 
' 9111 | 0,121 0,118 
| 0135 | 0,116 | 0,121 
| 0,132 | 011 | 012 
I 0,128 0,107 ' 0,107 
i 1 0,125 0,104 ' 0,105 
Durchschnitt: | 0,123 | 0111 | 0113 
Kaninchen 9. 
Datum) IL >». | wn 
| (4T. n. Kastr.) | (13 T. n. Kastr.) | (31 T. n. Kastr.) 
Körpergewicht, kg | 2,280 2,300 2,350 
| 0184 | 0126 > 0,118 
' 0,202 i 0,130 | 0,125 
i 0,216 0.150 ` 0,121 
| 0,197 0,134 | 0,116 
| 0,179 i> 0,135 — 0,112 
aaa 0175; 0,115 _ 0,107 
Durchschnitt: || 0,192 | 0,131 : 0,116 
Kaninchen 10. 
8 Datum 22. 1. 28. I. H 5, n ` 
(6 T. n. Kastr.) | (12 T. n. Kastr.) : (20 T. n. Kastr.) 
Körpergewicht, kg 3,190 | 3,190 | 3,200 
0,131 0,112 0,125 
0,163 0,140! 0,130 
0,142 0,134 ' 0,123 
0,120 0,133 | 0,119 
0,121 0,126 0,111 
0,112 0,125 0,104 
Durchschnitt: 0,131 , 0128 0,118 


Kaninchen 8. 





8.1. | 14. 1. | 3.1. 
(16 T. n. Kastr.) (22 T. n. Kastr.) (42 T. n. Kastr.) 
2,380 | 2,400 | 2,450 








| 











0,116 





Es zeigt sich, daß selbst nach 42 Tagen die starke Reaktion des 
normalen Tieres nicht wiedergekehrt ist. 

Ich komme jetzt zu denjenigen Versuchen, die ich früher als Haupt- 
versuche bezeichnet habe. In Tabelle VI bringe ich die Ergebnisse der 
Blutzuckerbestimmung bei subkutaner Injektion von Diuretin, nachdem 
vorher eine einseitige Nebennierenexstirpation und eine Durchschneidung 
les Splanchnicus auf der anderen Seite stattgefunden hatte. 
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Tabelle VI. 


Die Blutzuckermenge bei subkutaner Injektion von Diuretin vor der 
Kastration, aber einseitige Nebennierenexstirpation und Splanchnicus- 
durchschneidung auf der anderen Seite. 


Kaninchen 11. 





10.1. SL 











ES Datum ala 
EE kg 2480 2,480 
0,134 | 0,109 
0,133 | 0,111 
| 0,120 0,099 
| 0,133 0,095 
| 0,122 0,104 
N 0121 |! 911 
Durchschnitt: || 0,127 | 0,104 


Kaninchen ]2. 














o Datum 23. IL 26. I. 
Körpergewicht, kg kg | 2,690 2,680 
0,123 | 0,099 

y 0128 | 0,105 

| 0130 | 015 

| ous : 0,118 

' 0108 ' 010 

| 010 | 012 
Durchschnitt: | 0,120 | 0,110 


Die Tiere reagieren nach dieser Injektion immer noch auf Diuretin, 
wenn auch nicht ganz so stark, wie vollständig unbeeinflußte Tiere. 
Die bei diesen Tieren erzielte Hyperglykämie ist darauf zurückzuführen, 
‚daß infolge des Zentralreizes Impulse auf dem Wege der erhaltenen 
Nebenniere die Leber erreichen und zur Ausschüttung von Zucker 
führen. 

In Tabelle VII folgen dann die Ergebnisse an den gleichen Tieren, 
bei denen nach der voraufgehenden Operation die Kastration an- 
geschlossen worden war. 


Tabelle VII. 


Die Blutzuckermenge bei subkutaner Injektion von Diuretin nach der 
Kastration. 


Kaninchen 11. 











Datum 26. 1. | 30.1. 4. 11. 
Korpergemicbt, kg DA RE 2,300 2,260 
0,079 0,073 0,072 

| 0,082 0,064 0,077 

0,086 0,066 0,070 

0,088 0,064 0,066 

0,081 0,081 0,064 


0,079 


a 0,079 0,079 | _ 0,068 
Durchschnitt: 0,083 | 0,071 pas 0.069 


A Sue 


A EE 
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Kanirchen 11. 


12. UL 16. III. 
2,640 2,645 








Datum 4. IL 
Körpergewicht, kg 2,650 


























0,076 
0,080 






0,079 | 0,083 = 0,079 
| 0,081 | 0,085 0,085 
0,083 0,080 0,092 
0,077 0,096 0,093 
0,075 
| 


Durchschnitt : E 
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Es zeigt sich in diesen Ergebnissen, daß die Reaktion auf Diuretin 
praktisch ausgesprochen so gut wie verschwunden war. 
Genau das gleiche Ergebnis liefern Versuche, die ich angestellt 
habe bei Versuchstieren, bei denen sowohl die Voroperation wie auch 


die nachfolgende Kastration stattgefunden hatte. 


gebnisse 


dieser Versuchsreihe in Tabelle VIII mit. 
Tabelle VIII. 


Ich teile die Er- 


Diuretinversuche an kastrierten Kaninchen, deren linksseitige Nebenniere 
exstirpiert und der Splanchnicus der rechten Seite durchschnitten ist. 





Versuch 1 (Kaninchen 2). 





| Körpergewicht | Zeit ‚Zuckermenge | Durchschnitt 
SSES — ea E A A = Zee S SE E | a2 SS A 3 pd 
| 2,450 0,100 
2,500 0,167 
(Diuretininjektion) 


22. XII. | Operation (Exstirpation 


der linksseitigen Neben- 

| _ niere) l 

| Operation (rechtsseitiger 
N. splanchnicus- Durch- 


schnitt) 
| 2,480 
` 2,480 
Ä (Diuretininjektion) 
2,485 
\ 2,480 
| (Diuretininjektion) | 
| 2,470 | 
| Operation (Ovariotomie) | 
| 2,100 | 10: 0,090 ` 
| HL: 0,091 ` 
| 12 | 0,0983 ` 
| | 2p ¡0,095 | 
| | 3 0,090 
| | 4 | 0,095 
| 2,350 10% 0,079 ¡ 

(Diuretininjektion) 11 - 0,082 
N 12 ‚ 0,086 | 
| 2p 0,088 
| | 3 0.081 


| | 4 0,079 


0,088 
0,127 


0,183 
0,104 


0,080 


0,093 


0,083 


106 S. Uchida: 


Tabelle VIII (Fortsetzung). 








Datum Korpergewicht | Zeit | Zuckermenge | Durchschnitt 
29.1. 2,300 108 0,064 
11 0,066 
12 0,072 one 
dp 0.063 0,068 
3 0,070 
4 0,072 
30.1. 2,300 ya 0,073 
(Diuretininjektion) 10 0,064 
I 0066 a 
12 0,064 SE 
1» 0,081 
| 2 0,079 
2.11. 2,280 Is 0,072 
11 0,073 
¡A 0,079 TE 
Ze 0,081 SE 
3 0,072 
4 0,079 
4. 11. 2,260 Ya 0,072 
(Diuretininjektion) 10 0,077 
II 0,070 j 
12 0.066 E 
2p 0,064 
3 0,068 
Versuch 2 (Kaninchen 12). 
10.1. | 2,690 | | 0,103 
13.1. 2,720 | 0,149 
(Diuretininjektion) 
4.11. 2,750 


Operation (linksseitige 
Nebennierenexstirpation) 
16. 11. | 2,700 
Operation (rechtsseitige 
Splanchnicotomie) 


20. IL | 2,700 | 0,083 
23.11. | 2,690 0,120 
(Diuretininjektion) 
24.11. 2,690 0,094 
26. 11. 2,680 0,110 
(Diuretininjektion) 
27.11. 2.680 
Operation  (Ovariotomie) 
?. lIl. 2,650 10» 0,084 
11 0,081 
12 0,086 = 
IP 0,098 I 
2 0,084 
3 0,086 
A. 111. 2.650 10 0,079 
(Diuretininjektion) 11 0,081 
E 0,083 x 
Ip 0,077 u 


2 0,075 
3 0,076 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 














Datum | Körpergewicht Zeit VZückermenge | Durchschnitt 
9, I. 2,640 Ya 0,088 
10 0,082 
11 0,083 A 
12 0,085 dei 
Ip 0,085 
2 0,087 
12. ITI. 2.640 10% 0,083 
(Diuretininjektion) 11 0,085 
12 0,080 a 
Ip 0.096 0,083 
2 0,081 
3 0,079 
13. 111. 2.640 Ja 0,083 
10 0,085 ` 
11 0,088 | ; 
12 0.089 0.087 , 
Ir 0,087 
2 0,088 
l6. Tl. 2,645 10+ 0,079 
(Diuretininjektion) 11 0,085 
12 y 0,092 ` sé 
Ip 0,093; 0087 
> 0,088 
3 : 0,085 


Auch hier zeigt sich wiederum die fast vollständige Abnahme 
einer Diuretininjektion. 

Eine anschauliche Gesamtübersicht meiner Ergebnisse gebe ich 
in der Kurvendarstellung. 





Abb.1. Die Blutzuckermenge bei subkutaner Injektion von Diuretin vor und nach der Kastration 
von weiblichen Kaninchen. 





Abb. 2, Die Blutzuckermenge bei subkutaner Injektion von Diuretin vor und nach der Kastration 
von einseitiger Nebenniere und anderseitiger Splanchnicus, Exstirpation am Kaninchen. 


Ich knüpfe die zusammenfassende Betrachtung meiner Ergebnisse 
in diese kurvenmäßige Darstellung. Das Fehlen der Ovarien allein 
klingt eine wesentliche Abnahme der auf die Diuretininjektion er- 
landen Hyperglykämie. Aber immerhin ist diese Hyperglykämie 
toch merklich. Als Ursache dieser verbleibenden Hyperglykämie war 
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die infolge des Diuretinreizes auf nervösem Wege zustande kommende 
Adrenalinausschüttung zu betrachten. Sobald der Adrenalinfaktor 
durch Exstirpation einer Nebenniere und die Durchschneidung des 
Splanchnicus auf der anderen Seite ausgeschaltet ist, treten die Folgen 
der Exstirpation des Ovariums in viel markanterer Weise in die Er- 
scheinung. Es zeigt sich dann, daß die Reaktion auf Diuretin fast 
vollständig verschwunden ist. Durch dieses methodische Vorgehen ist 
der Nachweis geliefert worden, daß die Erregbarkeit des vegetativen 
Teiles des Zentralnervensystems unter anderem von den Ovarien 
abhängt. Fehlen des Ovariums bedingt eine wesentliche Verminderung 
der Erregbarkeit dieses Teiles des Zentralnervensystems, und diese 
Verminderung wurde durch die Prüfung eines Stoffwechselvorgaugs 
aufgedeckt, welcher vom vegetativen Teile des zentralen Nerven- 
systems reguliert wird. 

»  ZusammengefabBt sind die wesentlichen Ergebnisse der vor- 
stehenden Arbeit die nachfolgenden: 

1. Es wurde die Angabe von Takakusu, daß bei Fehlen des 
Ovariums die Diuretininjektion von einer geringeren Hyperglykämie 
gefolgt ist, bestätigt. 

2. Unter Anwendung der Mikrozuckermethode von Hagedorn- 
Jensen wurde gefunden, daß die Entfernung der Ovarien die physiolo- 
gischen Schwankungen des Zuckerspiegels im Blute nicht beeinflussen. 

3. Mit einer neuen Methode wurde die Erregbarkeit des zentralen 
Nervensystems geprüft. Sie bestand in Erweiterung der Methode von 
Takakusu darin, daß in einer Voroperation die eine Nebenniere exstirpiert 
und der Splanchnicus der anderen Seite durchschnitten wurde. Bei 
nachfolgender Diuretininjektion war noch die zentral bedingte Hyper- 
glykämie nachweisbar. 

4. Wurde dieser Voroperation noch die Exstirpation der Ovarien 
hinzugefügt, so verminderte sich die Hyperglykämie auf Diuretin- 
injektion auf einen ganz kleinen Betrag. 

5. Es ist mit dieser exakten Methode der Beweis geliefert, daß 
die Erregbarkeit des vegetativen Teiles des zentralen Nervensystems 
unter anderem von den Ovarien abhängig ist. 
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In einem höheren Maße als auf manchen anderen Gebieten der 
Physiologie haben die jeweiligen theoretischen Vorstellungen über die 
Harnabsonderung den Einblick in die Bedingungen derselben vertieft 
und die Erwerbung vieler Tatsachen angeregt. Dies gilt von beiden 
einander gegenüberstehenden Theorien, der mechanischen und der 
sekretorischen, in ihren verschiedenen Formen. Dies mag wohl einer 
der Gründe sein, weshalb beide Theorien fortfahren, ihre Vertreter zu 
finden. Allerdings ist gerade in jüngster Zeit dank den bemerkens- 
werten Arbeiten von Richards und seinen Mitarbeitern, sowie der 
anatomischen Studien von v. Möllendorff die mechanische Theorie 
mehr in den Vordergrund getreten. Die bloße Tatsache jedoch, daß 
zwei trotz aller Anpassungsversuche wesensverschiedene Theorien so 
lange unentschieden nebeneinander bestehen konnten, weist darauf 
hin, daß die tatsächlichen Unterlagen noch nicht hinreichend geklärt 
seien. Es bleibt daher vorderhand noch eine wesentliche Aufgabe, 
zunächst unabhängig von jeder-theoretischen Einstellung, neue Tat- 
sachen zu gewinnen. Im Sinne dieser Aufgabe unternahm ich auf An- 
regung von Prof. Asher eine Untersuchung über die Harnabsonderung 
unter Heranziehung von einigen, teilweise erst in neuerer Zeit gebotenen 
. experimentellen Möglichkeiten. 

Es sollte in meinen Untersuchungen die Harnabsonderung, un- 
heschadet der erforderlichen experimentellen Eingriffe, unter möglichst 
physiologischen Bedingungen beobachtet werden. Unter solchen sollten 
dann, mit Hilfe mikrochemischer Methoden, deren Benutzung wesent- 
lich für Innehaltung physiologischer Bedingungen ist, einige für die 
Beurteilung der Vorgänge brauchbare Werte der Analyse sowohl des 
Blutes wie auch des Harnes gewonnen werden. Alle Methoden, welche 
an Kaninchen, dem vornehmlich für Diureseversuche dienlichen Ver- 
suchstier, angewandt, irgendwie über das Mikrochemische hinausgehende 
Blutmengen bedürfen, führen an und für sich eine Vielheit von neuen 
Versuchsvariablen ein: Änderungen des Blutdrucks, Änderung der 
Blutzusammensetzung durch Stoffaustausch zwischen Blut und Ge- 
weben und somit Weokung korrelativer Beziehungen zwischen Gewebs- 
und Nierentätigkeit. Zudem gestatten die mikrochemischen Methoden. 
infolge der geringeren Schädlichkeit der häufigeren Blutentnahme 
einen genaueren Einblick in die Verhältnisse, und es lassen sich auch 
leichter Blut- und Harnproben gewinnen, die zeitlich in näherer Be- 
zichung zueinander stehen. Für den Harn hat die Anwendung mikro- 
chemischer Methoden den Vorteil, daß am Harn einer ganz bestimmten, 
kurzfristig gelieferten Portion mehrfache, insbesondere physikalisch- 
chemische Untersuchungen neben den rein chemischen herangezogen 
werden können. Ich habe mich deshalb der weiteren Aufgabe gewidmet, 
in der Art und Weise wie es Sfeyrer systematisch durchgeführt hat, 
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physikalisch-chemische Daten zur genaueren Charakterisierung der 
Harnabsonderung der einzelnen Phasen fortlaufend hinzuzufügen. 
Schließlich wäre noch zu erwähnen, daß zeitlich annähernd zusammen- 
gehörige Blut- und Harnproben in der geschilderten Weise genommen 
werden können. 


Die von mir zu machenden Untersuchungen sollten nicht von 
vornherein auf den Standpunkt einer bestimmten Theorie eingestellt 
sein. Aber gewisse Gesichtspunkte allgemeiner Natur sind bei der 
Aufstellung des Arbeitsplanes wegleitend gewesen. Der eine ist der- 
jenige, daB jedenfalls der Zustand und die Leistungsfähigkeit der Nieren- 
zelle mitbestimmend für die Harnabsonderung sei. Wollte man der 
Niere die Bedeutung dieses Faktors absprechen, so würde man gerade 
diesem bedeutsamen Organ einen sehr schwer verständlichen, außer- 
halb des allgemein Physiologischen stehenden Mangel zuschreiben. 
Der andere Gesichtspunkt ist der von Asher, der von Anfang an in 
seinen Drüsenstudien die Ansicht vertrat!), daß die Nierentätigkeit 
in korrelativer Beziehung zu der Organtátigkeit des gesamten Orga- 
nismus steht. Demzufolge sei auch bei allen Diureseversuchen, die sich 
nicht der streng auf die Niere lokalisierten Versuchseingriffe bedienen — 
die es, wie hervorgehoben werden muß, außer bei der unphysiologischen 
Untersuchung der isolierten Niere bisher nicht gibt — in Rechnung 
zu setzen, ob nicht anderweitig geweckte Organtátigkeit in unmittel- 
barer Beziehung zum Ablauf der Diurese stehe, der Eingriff also nur 
mittelbar, nicht etwa aber primär, entweder die mechanischen Kreis- 
laufverháltnisse oder das Scheidevermögen der Nierenzelle beeinflußt 
habe. Die nachfolgende Arbeit wird in sehr entscheidender Weise den 
Nachweis liefern, daß das Geschehen im Gesamtorganismus, nicht die 
bisher mit Vorliebe in Rücksicht gezogenen renalen Faktoren be- 
stimmend für den Verlauf der Harnabsonderung sind. Dieser Nachweis 
wird für die spezifischen Diuretica geführt, also für diejenige Gruppe 
von Beeinflussern der Harnabsonderung, welche nach den Anhängern 
sowohl der mechanischen wie der sekretorischen Theorie vorwiegend 
einen renalen Angriffspunkt besitzen sollten. Erst in jüngster Zeit 
ind Stimmen laut geworden, so z.B. P Spiro?) und Veil’), welche 
auf Grund allerdings ganz anders angeordneter Versuche als die meinigen 
tu der Ansicht gelangten, daß die spezifischen Diuretica auch extrarenale 
Angriffspunkte besäßen. In den von mir angestellten Versuchen war 
die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica zunächst nicht ein der 


DL Asher, Zeitschr. f. Biol. 45, 121, 1904; L. Asher und S. Bruck. 
elendaselbst 47, 1, 1906. 

"ID Spiro, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 84, 123, 1919. 

3) Feil, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 119. 
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Arbeit gestecktes Ziel, vielmehr sollte das spezifische Diureticum nur 
methodisches Mittel sein, um eine ergiebige Diurese in Gang zu setzen. 
Erst die im Verlauf der Arbeit gemachten Erfahrungen erforderten 
ein spezielles Eingehen auf die Wirkungsweise der Diuretica, und die 


gewonnenen Aufschlüsse bilden einen Hauptpunkt der nachfolgenden 
Untersuchungen. 


Methode. 


In der Arbeit wurden durchwegs männliche Kaninchen, ännähernd 
2,5 kg schwer, benutzt. Dieselben wurden gut genährt und gepflegt. Die 
Ernährung war wesentlich eine solche mit Feuchtfutter. Mehrere Stunden 
vor Beginn eines Versuches wurde das Tier in einem warmen Raum gehalten 
und bekam reichlich rote Rüben, weiße Rüben oder Äpfel, sowie beliebig 
viel Wasser. Das Tier wurde schonend, aber fest auf das Kaninchenbrett 
aufgebunden, mit Tüchern zugedeckt und mit Hilfe von überhängenden 
Glühlampen so erwärmt, daß die normale Körpertemperatur bewahrt 
blieb. Soweit es möglich war, wurde dem Gesichtspunkt Rechnung getragen, 
durch die Untersuchung die normalen Bedingungen nicht zu stören. 

Das Tier wurde vermittelst eines biegsamen Gummikatheters von 
passend kleinem Durchmesser katheterisiert. Derselbe wurde mit einer 
10proz. Formalinlösung sterilisiert, mit destilliertem Wasser gewaschen, 
mit sterilem flüssigen Paraffin geölt und sorgfältig eingeführt. In der 
Regel begegnete dem stumpfen Vorderende kein Widerstand bis der 
Sphincter internus erreicht war. Denselben überwand ein gleichförmiger 
leichter Druck. Der Katheter wurde 1 bis 2cm weit in die Blase vorge- 
schoben, so daß beide Öffnungen frei lagen. 

In den ersten Versuchen habe ich nicht die Blase durch Druck auf die 
Bauchwand entleert. Da jedoch der normale Kaninchenharn in der Blase 
zeitweilig sehr trübe und zäh ist und nur langsam durch die enge Bohrung 
des Katheters fließt, wurde in den späteren Versuchen die Blase durch 

‚sanften Druck auf die Bauchwand en.leert. Der Eingriff hatte keinen 
erkennbaren Einfluß auf die nachfolgende Diurese. Während der letzteren 
fließt der wässerige Harn leicht durch den Katheter. 

Als Diureticum benutzte ich Euphyllin (Theophyllin-Äthylendiamin), 
welches in zuvorkommender Weise dem physiologischen Institut von deu 
Byk-Guldenwerken (Berlin) zur Verfügung gestellt wurd. Es wurden 
hiervon in steriler Lösung 0,5ccm mit einem Gehalt von 0,12 g intra- 
muskulär in einen Unterschenkelmuskel injiziert. Die intramuskuläre In- 
jektion geschah, um die intravenöse zu vermeiden. Sie wirkt aber gena 1 
so rasch und gut wie die intravenöse. Der Versuchsplan benötigte ferner 
intraperitoneale Injektionen von Zuckerlösung. Es kamen zwei Konzen- 
trationen von Rohrzuckerlösung zur Verwendung, die eine zwischen 5,7 
bis 6,7 Proz., also eine gegenüber Kaninchenblut hypotonische Lösung. 
und eine 9,5- bis 10,8proz. Rohrzuckerlösung, welche mit dem Serum von 
Kaninchen nach Hamburgers Angaben isotonisch ist. Die Gefrierpunkts- 
erniedrigung der injizierten Lösung wurde in jedem einzelnem Falle be- 
stimmt. Sie varilerten bei der ersten Lösung zwischen 0,305 und 0,360. 
in der zweiten zwischen 0,520 und 0,593. 

In denjenigen Versuchen, in welchen eine intraperitoneale Injektior 
ausgeführt werden sollte, wurde ein kleiner Trokar mit Röhre durch di 
Haut in der Mittellinie des Abdomens eingeführt. Die muskuläre Wan: 
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wurde tann zwischen den Fingerr aufgehoben und innerhalb der Linea alba 
der Trokar in die so gebildete freie Falte gestoßen. Der Trokar wurde dann 
entfernt, während das Röhrchen bis zur Injektion liegen blieb. Die mehr- 
fachen Injektionen veranlaßten keinerlei Störurgen, da nach mehrmonat.- 
lichem Abschluß der Versuche die Tiere sich vollständig wohl befanden. 

Die zu injizierenden Lösungen wurden kurz vor der Injektion sterilisiert ; 
ebenso der Injektionskolben und der verbindende Gummischlauch. Die 
auf Körpertemperatur gebrachte Flii.sigkeit im Betrage von 100 cem wurde 
gewöhnlich in 5 Minuten in die Bauchhöhle einlaufen gelassen. In der 
Mitte dieser Periode fand die Euphyllininjektion statt. Die Röhre mit 
verschlossenem Gummischlauch blieb bis zum Ende des Versuches liegen, 
um durch sanften Druck auf die Bauchhöhle dann etwas von der Bauch- 
höhlenflüssigkeit zu entleeren. Diese und eine Probe der ursprünglichen 
Flüssigkeit wurden behufs Analyse aufbewahrt. 

Der Urin wurde in graduierten Zylindern aufgefangen, in allen Ver- 
suchen mit Ausnahme eines einzigen in 10-Minuten-Perioden. Die Gefrier- 
punktserniedrigung wurde sofort nach Abschluß des Versuchs mit dem 
Beckmannschen Apparat für physiologische Zwecke bestimmt. Das in 
hunderstel Grad geteilte Thermometer gestattete mit Hilfe der Lupe Ab- 
lesungen von tausendstel Grad. Die Temperatur des Außenbades schwankte 
zwischen — 3 und — 4°, demnach betrug die Unterkühlung zwischen 0,5 
und 1,5%. Die osmotische Konzentration wurde nach der Formel bestimmt. 
c Delta 

Lan 
Mikromethode bestimmt!). Zu den Gewichtsbestimmungen diente eine 
neue  Bangsche Torsionswage von Hartmann und Braun. Die Papier- 
blattehen mit dem aufgesaugten Harn blieben mit. Alkohol bedeckt 24 bis 
48 Stunden stehen, ehe sie gewaschen wurden und die Lösung titriert wurde. 
Bei jedem Versuche wurden Blindanalysen ausgeführt. 

Harnstoff wurde nach der Ureasemethode bestimmt, wie sie von 
Pincussen?) beschrieben wira. Die Urense habe ich mir nach der Methode 
von Jacoby aus Sojabohrıen hergestellt. Mit kleinen Quantitäten von 
Harn ł cem und weniger wurde die benötigte Menge von 0,1 cem in einer 
Kapillarpipette abgemessen. Um die Freimachung des gesamten Ammoniaks 
zu sichern, wurde während der Durchlüftung das Wasserbad zwischen 
55 bis 65° erhalten. In den ersten drei Versuchen wurde auch das Harn- 
ammoniak durch Austreiben und Titrieren bestimmt und die Menge des- 
selben von den gefundenen Harnstoffwerten abgezogen. Da die gefundenen 
Werte sehr klein waren, durchschnittlich 0,01 Proz., konnte in den nach- 
folgenden Experimenten von der getrennten Bestimmung des Ammoniaks 
Abstand genommen werden. Auf diese Weise wurde auch mehr Zeit ge- 
wonren, um bald nach Schluß des Versuchs die Bestimmung der Gefrier- 
purktserniedrigung und der elektrischen Leitfähigkeit zu erledigen. 

Die spezifische Leitfähigkeit wurde genau nach den Angaben von 
Hamburger?) ausgeführt. Als Leitfähigkeitsgefäß diente das von Asher 
konstruierte mit einem Fassungsvermögen von 1,7 cem. Als Thermostaten 
gebrauchte ich ein sehr großes Akkumulatorergefäß, welches mit Wasser 


Die Harnchloride, als Kochsalz berechnet, wurden nach Bangs 


1) 1. Bang, Mikromethode zur Blutuntersuchung. München 1920. 

) L. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig 1923. 

3) H. J. Hamburger, Osmotischer Druck und Ienenlehre 1. Wiesbaden 
1912. 
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gefüllt war, das stundenlang im Versuchsraum gestanden hatte. Die Elek- 
troden wurden stets frisch platiniert. 


Aus fünf Bestimmungen des Widerstandes, deren Unterschiede sehr 
klein waren, weil alle Bestimmungen des Widerstandes in der Nähe der 
Mitte des Rheochords gemacht wurden, zog ich den Mittelwert. Die be- 
rechneten spezifischen Leitfähigkeiten wurden in Siemenseinheiten mal 10-3 
ausgedrückt. Die Widerstandskapazität des Gefäßes habe ich mit normaler 
KCI-Lósung bei 18% bestimmt. Die molare Konzentration der Elektrolyt- 
lösung wurde ausgedrückt als n NaCl, nach den Tabellen von Landolt- 
Börnstein!) berechnet. 

Die Berechnungen der physikalisch-chemischen Analyse des Harrs 
wurden nach der Methode von Bugarsky und Tangl?) gemacht, wobei 
ich in den Einzelheiten und in der Anordnung der Resultate Steyrer?) 
gefolgt bin. 


Blut wurde von den Ohrvenen gewonnen. Hämoglobin wurde mit 
Hilfe von Sahlis Hämoglobinometer bestimmt. Die Blutchloride, berechret 
als Kochsalz, ermittelte ich am Gesamtblut durch die Banosche Mikro- 
methode. Das Blut wurde frisch und ohne Verunreinigungen in die Bang- 
schen Filtrierpapiere aufgesaugt. In jedem einzelnen Experimente habe 
ich für alle Analysen insgesamt: nicht mehr als 3 cem Blut entzogen. Ich 
halte das für einen sehr wesentlichen Punkt der Methodik. Sobald man etwas 
größere Blutquantitáten zu analytischen Zwecken gewinnt, setzt men 
eine Vielheit von Faktoren, welche die Harnabsonderung beeinfl.sser. 
Um die Blutentziehung auf ein Mirimum einzuschränken, habe ich nicht 
Plasma, sondern Gesamtblut' auf seiren Chloridgebalt analysiert. E» 
macht das für die Bewertung der Resultate fast nichts aus, jedenfalls 
weniger als ein größerer Blutentzug. 


Vier Bestimmungen der Gefrierpunktserniedrigung einer 0,9proz. 
Kochsalzlösung, die zur intraperitonealen Injektion diente, ergaben einen 
Durchschnittswert von 0,5255 mit einer berechneten molekularen Kon- 
zentration von 0,2841. Der Durchschnitt von drei Bestimmungen der 
spezifischen elektrischen Leitfähigkeit derselben Lösung lieferte den Wert 
141,45 . 16-8 mit einer berechneten molekularen Konzentration von 
0.2870. 


I. Die Wirkungsweise der Diuretica. 


4. Die Folgen der reinen Euphyllininjektionen. 
Euphyllin so angewandt, wie in der Methodik beschrieben wurde, 
hat sich als ein ausgezeichnetes Diureticum erwiesen. Es erzeugt eine 
rasche und profuse Diurese, welche in der Regel in den ersten zehn 
Minuten nach der Injektion einsetzt. Das Maximum der Diurese wird 
rasch erreicht und ein Abfall beginnt in der Regel bald darauf und dauert 
innerhalb der folgenden 50 Minuten an. In drei Experimenten wurde 


1) Landolt- Börnstein, Physikalisch-chemische Tabellen. Berlin 1912. 

2) Buyareky und Tangl, Pflügers Arch. 72, 531, 1898. 

3) 4. Steyrer, Hofmeisters Beiträge zur chem. Physiol. u. Pathol. 2 
312, 1902 
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das Maximum in der zweiten Zehnminutenperiode erreicht, in zwei 
Experimenten in der dritten Periode, in drei Experimenten in der vierten 
und in einem Experiment in der fiinften Periode. Die durchschnittliche 
Hóhe wurde wáhrend der vierten Periode erreicht, 30 bis 40 Minuten 
nach der Injektion. 


Trotz des Abfalls ist selbst am Ende einer Stunde eine entschiedene 
Steigerung der Harnabsonderung zu beobachten. Meine Experimente 


wurden, um die Tiere möglichst zu schonen, nicht über diese Zeit aus- 
gedehnt. 


In etwa 30 Versuchen fand ich, daß die durchschnittliche normale 
Harnmenge unter meinen Versuchsbedingungen pro zehn Minuten 
0,3 ccm betrug. In drei Experimenten lag der Wert etwas höher, wodurch 
der Durchschnittswert der Harnmengen vor der Injektion denjenigen 
übersteigt, welchen ich in meiner Übersichtstabelle über neun Ver- 
suche gebe. In diesen neun Versuchen, in denen nach der Injektion 
eine starke Diurese erfolgte, betrug die größte Harnmenge einer Zehn- 
minutenperiode 18,9 ccm. Die maximalen Mengen schwankten zwischen 
10,4 und 18,9 ccm, im Durchschnitt 13,8 ccm. Man ersieht aus diesen 
Zahlenwerten wie außerordentlich wirksam Euphyllin ist und wie 
stark hierdurch erzeugte Diuresen sind. 


Die Tabelle I gibt eine Übersicht über neun Versuche. Zur besseren 
Veranschaulichung bringe ich gleichzeitig als Kurvenabbildung I eine 
Übersichtskurvenschar über neun Diuresen nach intramuskulärer 
Injektion von 4, ccm Euphyllinlósung. | 


Übersichtstabelle I. 
Euphyllindiurese. 
Zusammenfassung der Harnausscheidung in Zehnminutenperioden. 


I. Normale a ale nach Injektion von Y, ccm = 0,12g. 
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Abb. 1. Die Abszissen sind die Zeiten, jede Zehnminutenperiode wird durch kleine Pfeile an. 

gezeigt. Der große Pfeil gibt den Injektioasmoment an. Die Ordinaten geben die Harnmengen 

in Kubikzentimetern. Die Kurvenschar zeigt sehr deutlich, erstens, die Stärke der Diurese und 
die etwas wechselnden Zeiten der maximalen Werte nach der Injektion. 


Man findet sehr häufig die Angabe, daß die spezifischen Diuretics 
selbst beim Kaninchen gelegentlich versagen. Dieses Versagen kann 
auf einer für Diureseversuche unzweckmäßigen Ernährung beruhen. 
Beispielsweise wird durch eine überwiegende Haferernährung, ohne 
hinreichende Flüssigkeitsaufnahme, die Wirksamkeit der spezifischen 
Diuretica meist aufgehoben. Um diese Art Versager zu vermeiden, 
habe ich die in der Methodik beschriebene Ernährungsweise streng 
innegehalten. Trotzdem habe ich in einem Experiment (Nr.7) nur 
eine ganz geringfügige Diurese erhalten, deren Maximalwert 2,2 ccm 
betrug. Die Anordnung meiner Versuche legte eine Erklärung dieses 
Versagens nahe, eine Erklärung, die experimentell geprüft werden 
konnte. Diese Prüfung eröffnete die Möglichkeit, die Wirkungsweise 
selbst der Diuretica auf eine neue Weise zu erklären. 

Bei allen Versuchen, über welche die voraufgehende Übersichts- 
tabelle und die Übersichtskurvenschar berichtet, habe ich fortlaufend 
Chlorbestimmungen des Blutes gemacht. Die genaueren Angaben 
finden sich in einem späteren Abschnitt meiner Arbeit. Ausnahmslos 
ergab sich in allen Diureseversuchen, daß das erste, was geschieht. 
der Anstieg der Chloride im Blute ist. Die Diurese setzt zeitlich erst 
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nach diesem Anstieg des Chloridgehaltes im Blute ein. In dem einzigen 
Versager trat zwar nach Aussage der Hämoglobinbestimmung eine 
geringfügige Eindickung des Blutes ein, der Chloridspiegel aber hob 
sich nicht. Alles dies erweckte den Eindruck, daß die Wirksamkeit 
des spezifischen Diureticums davon abhängig sei, daß primär aus den 
Geweben in das Blut Chlorid einwandere, sekundär zu der Chlorid- 
erhöhung im Blut die Diurese erfolge. Diese Annahme war einer experi- 
mentellen Prüfung zugänglich. Falls die gemachte Annahme zutreffend 
war, mußte eine Verhinderung oder eine Ablenkung der Chlorid- 
anreicherung des Blutes die diuretische Wirkung von Euphyllin ent- 
weder aufheben oder mindern. Die Ablenkung des Kochsalzes geschah 
experimentell auf Grund der nachfolgenden Erwägung. Bringt man 
eine reine Zuckerlösung in die Bauchhóhlc, so tritt, wie namentlich 
aus älteren Permeabilitätsstudien von Kestner bekannt ist, sehr rasch 
Kochsalz aus dem Blute in das experimentelle Exsudat der Bauchhöhle 
ein. Dieser Übertritt erfolgt wesentlich nach osmotischen Regeln. 


B. Die Folgen einer Euphyllininjektion und der gleichzeitigen intraperitonealen 
Injektion von 100ccm 5,7- be 6,7 proz. Rohrzuckerlösung. 


Ich schritt daher zu einer Versuchsreihe, in welcher ich bei den- 
selben Tieren und mit denselben Methoden die Harnabsonderung nach 
Injektion von Euphyllin untersuchte, dazu aber noch 100 ccm einer 
5l- bis 6,7 proz. Rohrzuckerlösung intraperitoneal injizierte. Diese 
Rohrzuckerlösung ist hypotonisch. Der Gedankengang, der bei der 
Wahl dieser hypotonischen Lösung leitete, war der, daß wegen der 
Hypotonie der Eintritt von Zucker in die Blutbahn verlangsamt sein 
könnte. Diese Verlangsamung erschien wünschenswert, um die etwaige 
diuretische Wirkung des Zuckers hintanzuhalten. 


Insgesamt wurden elf derartige Versuche angestellt, von welchen 
drei Kontrollexperimente waren und einer, in welchem die doppelte 
Menge von Euphyllin injiziert wurde. Auch hier werden alle Resultate 
auf der Grundlage von Zehnminutenperioden ausgedrückt. 


Das Ergebnis der intramuskulären Injektion von 0,12 g Euphyllin 
mter gleichzeitiger intraperitonealer Injektion von 100 ccm Rohr- 
zuckerlösung, war ein sehr bemerkenswertes und der gemachten An- 
tahme entschieden entsprechendes. Die Diurese wurde merklich herab- 
£rsetzt, und zwar betrug die Verminderung annähernd zwei Drittel 
der normalen Reaktion. Auch war die Diurese nach der chemischen 
Richtung, wie die Analysen ergaben, abgeändert. 


In den Einzelheiten ist der Verlauf dieser Diurese der nachfolgende: 
In den ersten zehn Minuten beginnt eine sehr geringfügige Diurese 
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welche allmählich und viel langsamer als in der früheren Versuchsreihe 
ihren Maximalwert erreicht und dann innerhalb einer Stunde abklingt. 
Öfters tritt eine sekundäre Steigerung gegen Ende des Versuchs nach 
dem beschriebenen Abfall ein. Der maximale Wert wurde in der dritten 
Zehnminutenperiode in vier Versuchen, in der fünften in einem und 
in der sechsten in zwei Versuchen erreicht. Ein durchschnittlicher 
Wert von 3,23 ccm wurde in der dritten Periode erreicht, dem eine 
Senkung folgte und darauf ein maximaler durchschnittlicher Wert 
von 3,37 ccm im Verlaufe der siebenten Periode. Diese sekundäre 
Steigerung ist in zwei Versuchen 14 und 16 sehr ausgesprochen. Um 
diese Zeit ist auch eine merkliche Glykosurie eingetreten. 


Die normale Harnabsonderung beträgt 0,3ccm in der Zehn- 
minutenperiode. In den sieben Versuchen betrug der maximale Wert, 
der während einer Zehnminutenperiode abgesonderten Harnmenge 
6,1 ccm, die maximalen Werte wechselten zwischen 1,9 und 6,1 ccm, 
demnach durchschnittlich 4,2 com. Vergleicht man diesen Wert von 
4,2ccm mit dem durchschnittlichen Werte von 13,8ccm, der durch 
die bloße Euphyllininjektion erzielt wird, so ist der Unterschied in die 
Augen springend. 


Von vornherein erschien es notwendig, einen naheliegenden Einwand 
zu beseitigen, der sich gegen die Deutung erheben ließ. daß die Minderung 
der Diurese von der leicht beweisbaren Ablenkung des Kochsalzes 
herrúhre. Es konnte daran gedacht werden. das die Erfüllung der 
Bauchhöhle mit 100 ccm Flüssigkeit ein mechanisches Hemmnis für 
die Diurese setze. Entweder durch Beeinträchtigung des venösen 
Kreislaufs oder durch Druck auf den Ureter. Diesen Einwand habe 
ich sofort durch einen Kontrollversuch ausgeschlossen, indem ich an 
Stelle der Rohrzuckerlósung 100 eem isotonischer 0,9 proz. Koch- 
salzlósung in die Bauchhöhle injizierte. Bei Vorhandensein dieses 
Exsudates lieferte die Euphyllininjektion die größte Diurese, 
welche ich überhaupt beobachtet habe, dieselbe ist aus der 
nachfolgenden Übersichtskurvenschar zu ersehen. In schlagender 
Weise widerlegt dieses Kontrollexperiment jede Möglichkeit der 
Erklärung der Diuresehemmung aus den oben angedeuteten mecha- 
nischen Momenten. Außer diesem Kontrollversuch verfüge ich noch 
über eine ganze Anzahl von Experimenten, welche in der gleichen 
Richtung Zeugnis ablegen. 


Wie sehr die Gegenwart einer Flüssigkeitsmenge in der Bauch 
höhle, welche die Chloride aus dem Blute ablenkt, die diuretische 
Wirksamkeit von Euphyllin zu hemmen vermag, geht aus einem Ver- 
suche hervor, in welchem ich die doppelt so starke Euphyllinlósung 
intramuskulär injizierte. Die Diurese war in diesem Falle zwar viel 
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stärker als in den übrigen sieben Versuchen, erreichte jedoch 
keineswegs die maximalen Werte der alleinigen Injektion der 
halben Euphyllindosis. 

Ein weiteres Kontrollexperiment bestand darin, daß ich mit 
Weglassung der Euphyllininjektion ausschließlich die intraperitoneale 
Injektion der 6,7 proz. Rohrzuckerlösung ausfiihrte. In diesem Falle 
trat die Diurese zwar verzögert ein, aber der maximale Wert erreichte 
den Durchschnitt der ganzen Reihe. Ein solches Ergebnis spricht 
sehr dafür, daß selbst die geringfügige Diurese, welche ich in den sieben 
obengenannten Versuchen beobachtete, mindestens zum Teil von der 
Rohrzuckerinjektion in die Bauchhöhle herrührt. Trifft diese An- 
nahme zu, so ist die gesetzte Hemmung der Euphyllindiurese noch 
größer als sie anfänglich erscheinen konnte. In meiner vorläufigen 
Mitteilung?) hatte ich die noch beobachtbare Diurese nach Ablenkung 
der Chloride als Restdiurese bezeichnet. Es sollte dadurch ausgedrückt 
werden, daß die Möglichkeit vorlag, daß die übrigbleibende Diurese 
dasjenige zum Ausdruck brächte, was die direkte Wirkung des Diure- 
ticums auf die Niere ausmacht. Meine weiteren, seit Erscheinen der 
vorläufigen Mitteilung gemachten Erfahrungen haben mich gelehrt, 
daß diese Restdiurese größtenteils auch nicht renalen Ursprungs sei. 


Übersichtstabelle II. 
Euphyllindiurese. 
¿usammenfassung der Harnausscheidung in  Zehnminutenperioden. 


Modifizierte Fuphyllindiurese nach intraperitonealer Injektion von 100 ccm 
6,7 proz. Rohrzuckerlösung. 























e Datum l in dar Biase | 10 | 10 A 10 | 10 10 10 | 10 | 10 | 10 Tier 
9 10, XII. | 250 |—lo3|02 (113/21 |50|25/10:12 | — |W. 
10.17, XII. 38 | — |0,4 | 0,7 (117 |20 |8,4 | 2,3 |2,2 | — | —|S. 
MEN 800 [00 [02/02 (02 |03/|03/|0,4|6,1 3,6 [3,9 | W. 
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8 MIL | 110 '—|02|0,/1 (0,9 31151144 3,7 3,2 |3,4 | W. 
2 270 200 | — [04103 |11|29|29|20| 83 118 "8 
Durchschnitt . © 38,5 |0,25|0,3 | 0,33 | 0,96! 2,2 |3,23 2,3 GE 
Kontrollexperiment. 


Kein Euphyllin, nur 100ccm 6,7proz. Rohrzuckerlósung intraperitoneal. 
%, 24. III. || 1120 |— |0,4 | 0,2 |0,4 |15/2,1 | 3,0 |4,3 ¡46 |3,2 | W. 


De fetter Ziffern sind Maximalwerte. 


1) Klin. Wochenschr., 4. Jahrg., Nr. 17, S. 824, 1925. 
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Abb. 2. Die Bezeichnungsweisen sind die gleichen wie in der früheren Kurve. Die sieben ausgezogenen 

Kurven sind die sieben Diureseversuche bei Injektion von 1/2 ccm Euphyllin und 100 ccm 6,7 pror. 

Rohrzuckerlösung. Die mit K bezeichnete ausgezogene Kurve stellt die Diurese dar nach intra: 

muskulärer Injektion von !/ ccm Euphyllin und 100 ccm 0.9 proz. Kochsalzlösung in die Bauchhöhle. 

Die gestrichelte Kurve D stellt die Diurese dar nach Injektion von einem ganzen Kubikzentimeter 

Euphyllin und 100 ccm 6,7 proz. Rohrzuckerlösung in die Bauchhöble. Kurve C stellt die Diurese 
nach ausschließlicher intraperitonealer Injektion von 6,7 proz. Rohrzuckerlösung dar. 


In sehr anschaulicher Weise lehrt der Vergleich dieser Kurven- 
schar mit der voraufgehenden den großen Unterschied des Erfolgs 
einer Euphyllininjektion, der ausschließlich durch die erfolgreiche 
Ablenkung der Chloride in die Bauchhöhle bedingt wird. Die Kontroll- 
kurve K beweist in überzeugender Weise, daß das intraperitoneale 
Exsudat als solches keine Beeinträchtigung der Diurese erzeugt. Kurve C 
zeigt die diuretische Wirkung der Zuckerlösung allein, und die letzte 
Kontrollkurve lehrt, daß selbst eine doppelt so starke Euphyllin- 
injektion in ihrer Wirksamkeit vermindert ist, wenn gleichzeitig 
eine Ablenkung des Kochsalzes aus dem Blute in die Bauch- 
höhle stattfindet. 


C. Die Folgen der Euphyllininjektionen 
und der gleichzeitigen intraperitonealen Injektion von 100 com 
9,5- bis 10,7 proz. Rohrzuckerlösung. 
In der voraufgehenden Versuchsreihe wurde behufs Ablenkung 
der Chloride eine leicht hypotonische Rohrzuckerlösung in die Bauch- 
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höhle eingeführt. Die Gründe hierfür wurden früher angegeben. Es 
schien angebracht, eine Versuchsreihe anzustellen, in welcher eine mit 
dem Plasma des Kaninchens isotonische Rohrzuckerlösung in die 
Bauchhöhle gebracht wurde. Auch lag mir daran, die als Restdiurese 
bezeichnete noch übrigbleibende Vermehrung der Harnabsonderung 
näher aufzuklären. Aus diesen Gründen wurden acht Versuche an- 
gestellt, in denen die Euphyllininjektion verbunden wurde mit der 
gleichzeitigen intraperitonealen Injektion von 100ccm von 9,5- bis 
10,7 proz. Rohrzuckerlösung. Diese Lösung ist nach Hamburgers 
Angaben mit dem Serum des Kaninchens isotonisch. 


Die Vereinigung dieser beiden genannten Injektionen bewirkte, 
verglichen mit der alleinigen Injektion von Euphyllin, eine geringere 
Diurese. Allerdings ist die Verminderung nicht so ausgesprochen wie in 
der voraufgehenden Reihe mit der intraperitonealen Injektion einer nur 
6,7 proz. Rohrzuckerlösung. Dies ist immerhin bemerkenswert, da 
man hätte erwarten können, daß die hypotonische Lösung durch ihre 
etwaige verdünnende Wirkung auf das Blut stärker diuretisch wirken 
würde. Tatsächlich lag die Größe der Diurese zwischen derjenigen 
der ersten und der zweiten Versuchsreihe. Auch in bezug auf die Zu- 
sammensetzung des Harns waren die Verhältnisse, wie wir später 
sehen werden, anders. 


In dieser Versuchsreihe begann die Diurese innerhalb der ersten 
zehn Minuten, erreichte rasch ihren Maximalwert und fiel dann etwas 
langsamer ab als in der ersten Normalreihe. Der Anstieg tritt sogar 
noch rascher ein, als bei der bloßen Euphyllininjektion. Das Maximum 
wurde in zwei Versuchen in der zweiten Zehnminutenperiode erreicht, 
in drei Versuchen während der dritten, in einem Versuche in der vierten 
und in einem verzögerten Falle erst in der siebenten Zehnminuten- 
periode. Die mittlere Höhe wurde in der dritten Periode erreicht, 
etwa 20 bis 30 Minuten nach der Injektion. Ein sekundärer Anstieg 
gegen Ende der Versuche ließ sich öfters erkennen; er fällt zeitlich 
zusammen mit der Ausscheidung von hohen Konzentrationen von 
Zucker im Harn. 


Die normale Harnabsonderung betrug 0,3ccm für eine Zehn- 
minutenperiode; in sieben Versuchen betrug die maximale Diurese 
während einer Zehnminutenperiode 13,6ccm. Die einzelnen Maxima 
lagen zwischen 4,6 und 13,6ccm, demnach im Durchschnitt 9,7 ccm. 
Demnach ist die Höhe der Diurese etwa um ein Drittel geringer 
als diejenigen nach der bloßen Injektion von Eupbyllin. Die 
hier kurz geschilderten wesentlichen Züge werden sehr klar er- 
sichtlich aus der nachfolgenden Übersichtstabelle und der Übersichts- 
kurvenschar. 
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Übersichtstabelle 111. 
Euphyllindiurese. 
Zusammenfassung der Harnausscheidung in  Zehnminutenperioden, 


III, Modifizierte Euphyllindiurese nach intraperitonealer Injektion von 
100 cem 9,5proz. Rohrzuckerlósung. 
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0,1 | 0,8 |36 | 44 |47 | 35 142 (46 3518. 
03 Lë 55 119 |60 | 30 (37 = "H. 
03 |67 mo |20 |70] 59 27 LL 8 

Durchschnitt || 58,1 ¡0,32/0,31| 0,21 | 4,16| 7,51] 8,68| 6,09! 5,09|3,34,.5,163,58: 

Kontrollversuch. 


Kein Euphyllin, nur 100ccm 9,5proz. Rohrzuckerlösung intraperitoneal. 
d | 22,0 | — [0,3 10,2 | 4,9 [185 [12,4 | 87 ' 4,4 ¡3,2 [34 ¡4,2 W. 
De fetten Ziffern sind Maximalwerte. 
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Abb. 3. Die Bezeichnungen sind dieselben wie früher. Sieben ausgezogene Kurven sind die D.uresen 

bei gleichzeitiger intramuskulärer Injektion von Euphyllin und intraperitonealer Injektion von 

100 cem 9,5 proz. Rohrzuckerlösung. Die eine gestrichelte Kurve C stellt die Diurese dar, wie sic 
auf bloße intraperitoneale Injektion von 100 ccm 9,5 proz. Kochsalzlösung erfolgte. 


Sowohl aus der Übersichtstabelle wie auch aus der Kurvenschar 
geht deutlich hervor, daß auch in dieser Reihe in einer ganzen Anzahl 
von Versuchen die Diurese erheblich kleiner ist als bei bloßer Euphyllin- 
injektion. Hier liegt wiederum der Erfolg der Ablenkung des Koch- 
salzes in die Bauchhöhle vor. Daß diese Annahme richtig ist und daß 
in Wirklichkeit die Hemmung der Euphyllindiurese selbst in den 
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anscheinend sehr großen Diuresen, die vorkommen, vorhanden ist, 
geht zur Evidenz aus dem Kontrollversuche hervor, in welchem ich 
ohne jede Euphyllininjektion ausschließlich eine intraperitoneale 
Injektion von Rohrzuckerlösung gemacht hatte. Die entstandene 
Diurese entspricht dem größten Maximum unter den sieben anderen 
Versuchen. Gestützt auf die Ergebnisse dieser Reihe und auf die Aus- 
sagen des Kontrollversuches, darf behauptet werden, daß die in meinen 
Ablenkungsversuchen beobachtete Restdiurese schwerlich mit einer 
Wirkung des Euphyllins auf die Niere oder auf den Kreislauf etwas 
zu tun hat, vielmehr die Folge des anderen Eingriffes ist, dessen ich 
mich zur Analyse der Wirkungsweise der Diuretica bedient habe. 


D. Die Veränderung in der injizierten intraperitonealen Flüssigkeit. 


Zur näheren Analyse des Geschehens bei den von mir dargelegten 
Ablenkungsversuchen gehört eine Kenntnisnahme der Veränderungen, 
welche die in die Bauchhöhle injizierte Flüssigkeit erleidet. Zu diesem 
Zwecke habe ich neben der später zu erörternden Untersuchung des 
Blutes und des Harnes gleichzeitig die physiko-chemischen Eigen- 
schaften der Lösungen vor der Injektion in die Bauchhöhle und nach 
dem Aufenthalte in derselben bestimmt. In 13 Versuchen habe ich 
solche Analysen der wiedergewonnenen Flüssigkeiten vorgenommen 
und die Resultate in Übersichtstabelle IV zusammengestellt. 

Die Gefrierpunktserniedrigung der 5,7- bis 6,7 proz. Rohrzucker- 
lösung betrug vor der Injektion zwischen 0,305 bis 0,360°, durchschnittlich 
0,32%. Sowohl die chemische Analyse wie die Leitfähigkeitsunter- 
suchung erwies, daß die Lösung frei von Chloriden und Achloriden 
war. Am Ende des Experimentes war die Zusammensetzung der aus 
der Bauchhöhle entnommenen Flüssigkeit verändert. Die Gefrierpunkts- 
erniedrigung war auf 0,530 bis 0,6020 gestiegen, durchschnittlich 0.5640, 
die Chloridkonzentration hatte sich auf einen Betrag von 0,313 bis 
0.452 Proz., durchschnittlich 0,382 Proz. gehoben. Die Bestimmung 
der spezifischen elektrischen Leitfähigkeit führte auf denselben Wert. 
Es waren auch Achloride in das Exsudat eingewandert. 

Die Unterschiede zwischen den anfänglichen und schließlichen 
Gefrierpunktserniedrigungen und spezifischen elektrischen Leit- 
fähigkeiten zeigten einen Verlust von organischen Molekülen und einen 
merklichen Gewinn von anorganischen. 

Die Gefrierpunktserniedrigungen der 9,5- bis 10,7 proz. Rohr- 
zuckerlösungen betrugen vor der Injektion 0,520 bis 0,593, durch- 
schnittlich 0,5999 Chloride und Achloride fehlten vollständig. Die 
am Schlusse des Versuchs wiedergewonnene Bauchhöhlenflüssigkeit 
hatte eine durchschnittliche Gefrierpunktserniedrigung von — 0,5990, 
Die Chloridkonzentration war auf einen durchschnittlichen Wert von 


124 G. M. Curtis: 


Übersd 
























































Euptl 

Das Verhalten der intraperi:a 

A ! Injizierte Flüssigkeit | g Dë 
3: me E ge ll Eg EE E A 2 
p Datum ; Sog belga fegipiglsss Peg Sol ió: 
Fr de E gi a Xag Ji Miio nit e ARE 
e ersuchs Ä qa S | SS SR ka „5% EE ZER Ëm Er 
d ı 8832 |323| ga |8°3 Er: ES 
Zar een E A 
10 ` 17. XII. © Zucker 15,7 | 0,320 (0,1730, — ¡ — /0,3313|0,0535' 0.862 o 
12 T.I Salz ¡0891 522| 2822 — | — e 1395 8% 3 
13 | 13. I. Zucker | 5,7 305 | 1649 0,530 (0,2865 | 320 | 0547' 863 I 
14 || 20.1. „157 310 | 1676 602, 3254 402| 0687 853 I 
18|27.1. „157 313 | 1692) 559| 3022 | 452| 0772 846 I 
17 | 3.11. „ 167 360 | 1946; — | — | 424 | 0724. 850 I 
22 | 41. „95 592 | 3200, 608 | 3287 | 386| 0660 855 I 
23 | 5.11. „ [95 | 578| 3124| 607 3281 | 397| 0679 85 l 
24 | 6. III. y (98 | 568| 3070) 590| 3189; 465) 0794 845 I 
25 j 10. III. | > 195 | 548| 2962| mm 3232| 418| 0714 852 I 
26 i 13. II. | , 195 548 | 2962, 600 | 3243| 371| 0634, 856 1 
27 16.11. | ? 195 520 | 2811| 587| 3173 | 430| 0735 851 1 
28 || 19. III. | „ 195 593 3205! 604 | 3265; 324| 0554 866 F 


0,399 Proz. gestiegen. Auch waren Achloride in das Exsudat eingetreten. 
Die Untersuchungsmethoden zeigten wiederum einen Verlust von 
organischen Molekülen, der sehr ausgesprochen war, annáhernd den- 
selben Gewinn an anorganischen Molekülen. 

Die chemische und physiko-chemische Untersuchung der 0,9 proz. 
Kochsalzlösung vor der Injektion und am Schlusse des Versuchs 
lehrten, daß etwas von den Chloriden resorbiert worden war und daß 
eine geringe Menge von Achloriden in die Flüssigkeit eingetreten war. 

Die hier mitgeteilten Ergebnisse der Untersuchung der Bauch- 
höhlenflüssigkeit liefern hinreichendes Material, um gemeinsam mit 
den früher mitgeteilten Tatsachen zu einem einigermaßen ab- 
schließenden Urteil über das Wesen der Diurese nach Injektion von 
Euphyllin zu gelangen. Wir sehen, daß tatsächlich nicht unerhebliche 
Mengen von Kochsalz ziemlich rasch in die Bauchhöhle eintreten, 
andererseits die Steigerung des Chloridgehaltes des Blutes infolge 
hiervon unterbleibt. Zusammengehalten mit der Tatsache, daß regel- 
mäßig nach einer bloßen Euphyllininjektion, die eine ergiebige Diurese 
veranlaßt, die erste beobachtbare Wirkung die Chloridanreicherung 
des Blutes ist, und daß, wenn diese zufällig ausbleibt, auch die nach- 
folgende Diurese nicht eintritt, weist auf einen engen Zusammenhang 
zwischen Chloridauswanderung aus den Geweben in das Blut und der 
diuretischen Wirksamkeit eines spezifischen Diureticums hin. Das 
Gelingen des Ablenkungsversuchs der Chloride in die Bauchhöhle, 
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tin Versuch, der ja aus diesem Gedankengange erwachsen war, ist wohl 
eme starke Stütze für die vorgetragene Anschauung. Wir haben aus 
den berichteten Tatsachen ersehen, daß die intraperitoneale Injektion 
von Zuckerlösungen eine gewisse Diurese nach sich zog. Aber diese 
Diurese hat nichts oder fast nichts mit dem injizierten Euphyllin 
u tun, denn sie ist, laut den Ergebnissen der Analysen, eine Folge 
des Übertritts von Zucker aus der Bauchhöhle in das Blut. Eine etwaige 
Hemmung durch das mechanische Moment des Exsudats wird sowohl 
durch die ergiebige Diurese bei intraperitonealer Injektion von isoto- 
nischer Kochsalzlösung wie durch die Diuresen nach der Zuckerinjektion 
ausgeschlossen. 

Ehe ich auf die positive Seite meiner Ergebnisse abschließend 
“Ingehe, will ich die nicht minder interessante und für die Lehre von 
der Harnabsonderung bedeutungsvolle negative Seite der Tatsachen 
eingehen. Diejenige sekretorische Theorie, welche den Angriffsort der 
pezifischen Diuretica ausschließlich in die Nierenzellen verlegt, findet 
n den Ergebnissen meiner Versuche nicht die mindeste Stütze. Es 
st nicht abzusehen, wie die bloße Ablenkung des Kochsalzes, daneben 
æringere Mengen von Achloriden, in die Bauchhöhle vollständig die 
“regende Wirkung des im Organismus befindlichen spezifischen Diure- 
ticums auslöschen könne. Aber auch der mechanischen Theorie der 
Harnabsonderung, insofern sie das spezifische Diureticum entweder 
tur den Kapillardruck in den Glomeruli, oder die Durchströmungs- 
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geschwindigkeit in der Niere, oder die Resorption in den gewundenen 
Kanälchen beeinflussen läßt, erwächst durch die Ergebnisse meiner 
Versuche nicht die geringste Unterstützung. Wiederum ist nicht ab- 
zusehen, wie die bloße Ablenkung der Chloride in die Bauchhöhle alle 
diese Momente völlig unterdrücken könne. Auch eine andere neuere 
mechanische Theorie der Wirkungsweise der spezifischen Diuretica, 
nämlich diejenige von Ellinger, wird angesichts der geschilderten 
Ergebnisse unhaltbar. Nach Ellinger soll der von Karl Spiro zuerst 
erkannte Quellungsdruck der Blut- und Zelleiweißkörper durch die 
spezifischen Diuretica herabgesetzt werden, so daß Wasser leichter 
in den Harn übertreten kann. Wenn diese Beeinflussung des Quellungs- 
druckes durch das spezifische Diureticum eintritt, eine Möglichkeit, 
die nicht in Abrede gestellt werden soll, so ist nicht abzusehen, wie 
die einfache Ablenkung der Chloride in die Bauchhöhle diesen Me- 
chaniemus unwirksam machen soll. Es erscheint angesichts der von 
mir erbrachten Tatsachen kaum angángig, irgend eine der genannten 
Theorien der Harnabsonderung aus der Diurese, wie sie durch ein 
spezifisches Diureticum hervorgerufen wird, ableiten zu wollen. An- 
dererseits steht positiv folgendes fest: Die primäre Wirkung des Euphyl- 
lins ist die Beeinflussung des Stoffaustausches zwischen Geweben und 
Blut, sekundär dazu tritt die Diurese ein. Dasjenige Moment, welches 
auf die Niere einwirkt, ist nicht das Diureticum, sondern — es bleibt 
vorläufig im Rahmen meiner Versuche kaum eine andere Möglichkeit — 
der vermehrte Chloridgehalt des Blutes. Es ist schon lange bekannt, 
daß nur, wenn Wasser zur Verfügung steht, die spezifischen Diuretica 
ihre Wirksamkeit zu entfalten vermögen. Meine Versuche lehren, daß 
zu dem Wasser noch die Chloride hinzukommen. Es besteht sogar 
ein Zusammenhang zwischen beiden Stoffen, indem zum Transport 
der Chloride Wasser benötigt wird. Die Chloride rücken somit in die 
vorderste Reihe unter den Stoffen, welche als chemische Regulatoren 
der Nierentätigkeit zu bezeichnen wären. Ob man so weit gehen darf, 
die Chloride geradezu als ein Hormon der Nierentätigkeit anzusprechen, 
will ich vorerst unerörtert lassen. 

Es war bisher immer von Chloriden die Rede. Chloride sind das- 
jenige, was analytisch bestimmt wird, aber zu den Chloriden gehören 
Kationen. Beim Ablenkungsversuch ist es überwiegend Kochsalz. 
welches aus dem Blute in das Bauchhöhlenexsudat wandert. Es erwächst 
daher die Forderung, das Natrium nicht unberücksichtigt bleiben zu 
lassen. Es muß dies zukünftiger Untersuchung vorbehalten bleiben. 
Wenn ich vorläufig ausschließlich von Chloriden spreche, so geschieht 
dies, weil die Chloride das analytisch Faßbare gewesen sind und weil 
bis jetzt nichts dagegen spricht, dem Chlor den Hauptanteil an den 
beobachteten Erscheinungen zuzuschreiben. 
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Die Echöhungen des Chloridgehaltes im Blute, die ausnahmslos 
der Diurese nach Euphyllininjektion vorangingen, sind, absolut ge- 
nommen, nicht sehr erheblich, ein Umstand, der jedenfalls der Erwágung 
wert ist. Diese Steigerung ist jedoch so regelmäßig, daß man kaum 
anders kann als ihr ein wesentliches ursächliches Moment zuzuschreiben. 
Auch macht der geringe Betrag des Chloridanstieges dann keine 
Schwierigkeit, wenn man die Anregung der Nierentätigkeit durch 
geringfügige Erhöhung des Chloridgehaltes des Blutes von dem allgemein 
physiologischen Standpunkte betrachten darf, der zurzeit in der Lehre 
von der Nerven- und Muskelerregung eingenommen wird. Nach dem 
„Alles oder Nichts-Gesetz‘‘ können schwächste und stärkste Reize 
in bezug auf die Erregungsgröße wirkungsgleich sein. Insoweit man 
dies auf das sicher streng physiologische Reizmittel, welches die Chloride 
tatsächlich sind, übertragen darf, wäre die Wirkung kleiner Chlorid- 
zuwüchse im Blute vollständig verständlich. 

Die Ergebnisse meiner Versuche rechtfertigen den in der Einleitung 
angenommenen Standpunkt, daß bei Eingriffen, welche Diurese an- 
regen sollen, die Korrelation der Niere zu den übrigen Organen des 
Körpers ernstlich berücksichtigt werden muß. Volhard hat den sehr 
prägnanten Ausdruck geprägt, daß die Gewebe die Vorniere seien. 
In den früher genannten Arbeiten von Spiro und Veil waren Einflüsse 
der spezifischen Diuretica auf die Gewebe erkannt worden. In meiner 
Arbeit ist der Beweis erbracht worden, daß dasjenige, was man spezi- 
fisches Diureticum nennt, nicht allein seinen primären, sondern auch 
ursächlich wichtigsten Angriffspunkt im Gewebe hat. Entscheidend 
dafür, ob es zur Diurese kommt oder nicht, sind die Verhältnisse des 
Stoffaustausches zwischen Blut und Geweben, unter der Voraussetzung 
allerdings, daß eine normal funktionierende und unter physiologischen 
Bedingungen sich befindende Niere auf den geänderten Stoktaustausch 
zwischen Blut und Geweben zu reagieren hat. 


Übersichtstabelle V. 
Kontrollexperimente. 


Zusammenfassung der Harnausscheidung in Zehnminutenperioder. 





SCH 











Nr. |, Datum nee 10 = 10 | 10 , 10 | 10 | 10 | 10 | 10 (Tier 
Euphyllininjektion ohre Anstieg der Blutchloride. 
7 2 XI. | 309 |, — | 0,4 |05 08 22] 22/18; — | — | W. 


Irtraperitoneale Injektion von 100 ccm 9proz. Kochsalzlösung. 
12. 7.I. 1 1070 ; 21| 05105] 85/187/126| 30] 12: — !W. 
Die fetten Ziffern sind Maximalwerte. 
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diia V (Fortsetzung). 
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Injektion der doppelten Menge Eophyllin, l cem = 0,24 g, nebst 100 cem 
6,7proz. Rohrzuckerlósung. 


13131 | 1200 | — | 30;7,1 | 30'180| 28|08| 18, — 'S. 

Ausschließlich 100 eem 9,5proz. Rohrzuckerlósung intraperitoneal. 

29| 23, III. | 220 !03: 02 | 4,9 |185/124]| 8,7; 44 | 32 | 34 W. 

Ausschließlich 106 cem 6,7proz. Rohrzuckerlósung intraperitoneal. 

30, 24, III. | 112 ¡0402/04 | 15| 21| 30/43 !45,32 W. 
Die fetten Ziffer: sind Maximalwerte. 





Übersichtstabelle VI. 
Euphyllindiurese. 
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A. Injektion von % ccm Euphyllin allein, 


B. Injektion von Y cem Euphyllin und 100 cem 6.7proz. Rohrzucker- 
lösung intraperitoneal. 


C. Injektion von Y cem Fuphyllin and 100 cem 9,5proz. Rohrzucker- 
lösung intraperitor.eal. 


Die fetten Ziffern sind Maximalwerte. 


IT. Chemische und physikalisch-chemische Untersuchungen der Euphyllin- 
diurese. 


Die im voraufgehenden Teile genauer erörterten Versuche über 
Diurese nach Euphyllininjektion dienten nicht bloß zur Aufklärung 
der Wirkungsweise der spezifischen Diuretica, sondern sie sollten auch 
durch eine chemische und physikalisch-chemische Analyse von Ham 
und Blut unter den von mir geschilderten Versuchsbedingungen einen 
Beitrag zur Lehre von der Harnabsonderung liefern. 


Alles was über die Methodik zu berichten ist, wurde in der Ein- 
leitung zum ersten Teile mitgeteilt. Auch muß auf diesen Teil, um 
Wiederholungen zu vermeiden, verwiesen werden betreffs der Mengen- 
verhältnisse des Harnes bei den Diuresen unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen. Das umfangreiche Material meiner Versuchsergebnisse 
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bringe ich in Auswahl in tabellarischer Form am Ende meiner Arbeit. 
An dieser Stelle sei in kurzen Umrissen dasjenige, was wesentlich 
erscheint, zusammengefaßt. | 


A. Die Folgen der reinen Euphyllininjektion. 


Die Gefrierpunktserniearigung, welche im Blasenharn, der zum Beginn 
des Versuchs entleert wird, meist sehr hoch ist, vermindert sich während 
der ersten Perioden und in der Regel während der Periode der maximalen 
Diurese. Sie erhöht sich jedoch in den nachfolgenden Perioden bis zum 
Ende der Versuche. Diese letztere Erhöhung rührt wesentlich von einer 
wachsenden Konzentration der Harnchloride her. Während der anfänglichen 
und der maximalen Diurese bleibt die Gefrierpunktserniedrigung andauernd 
niedriger als diejenige des normalen Kaninchenserums. Der niedrigste 
beobachtete Wert der Gefrierpunkstserniedrigung betrug — 0,105. 

Die Konzentration der Chloride im Harn war während des ersten 
Teiles der Versuche wechselnd, manchmal sinkend, manchmal steigend. 
Während der späteren Perioden stieg sie beständig. In drei Versuchen 
stieg die Kochsalzkonzentration nach der Injektion von Euphyllin 
andauernd, selbst während der Perioden der maximalen Diurese bis 
zum Ende des Versuches. 

Die Kochsalzkonzentration des Blasenharnes betrug durch- 
schnittlich 0,308 Proz., während der Periode vor der maximalen Diurese 
lagen die Kochsalzkonzentrationen zwischen 0,053 bis 0,316 Proz., 
im Durchschnitt 0,253 Proz. Während der maximalen Diurese schwankte 
die Kochsalzkonzentration zwischen 0,028 und 0,524 Proz., durch- 
schnittlich 0,322 Proz. Gegen Schluß der Versuche variierte die Koch- 
salzkonzentration zwischen 0,238 und 1,153 Proz., durchschnittlich 
0,642 Proz. In einem Versuche (8) betrug die Kochsalzkonzentration 
während der maximalen Diurese nur 0,028 Proz., ein ungewöhnlich 
niedriger Wert. In diesem Versuche war schon vor der Euphyllin- 
injektion die Harnabsonderung außergewöhnlich groß, nachfolgend 
stieg die Konzentration beständig bis auf 0,717 Proz. 

Das Verhalten des Harnstoffes ist von demjenigen der Chloride 
abweichend. Die Harnstoffkonzentration sank gleichförmig auf ein 
Minimum während der maximalen Diurese, um dann später gering- 
fügig zu steigen. Im Blasenharn schwankte die Harnstoffkonzentration 
zwischen 0,456 und 1,650 Proz., der Durchschnittswert betrug 1,010 Proz. 
Während der Periode der maximalen Diurese fiel die Konzentration 
auf 0,102 bis 0,450 Proz., im Durchschnitt 0,320 Proz. Sie stieg während 
der späteren Periode auf 0,170 bis 0,550 Proz., im Durchschnitt 
0,355 Proz. 

Die spezifische elektrische Leitfähigkeit schließt sich in ihrem 
Verlauf eng an denjenigen der Chloridkonzentration. Im Blasenharn 
st dieselbe hoch, wegen des hohen Gehaltes an Achloridbestandteilen. 
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Wie das Verhalten der Chloride, so ist auch dasjenige der spezifischen 
elektrischen Leitfáhigkeit in den Anfangsperioden der Diurese etwas 
wechselnd. 1m allgemeinen steigt sie jedoch, selbst wáhrend der Perioden 
der maximalen Diurese bis zum Ende der Versuche. Auch mit dem 
Verlauf der Gefrierpunktserniedrigung stimmt der Verlauf der elek- 
trischen Leitfähigkeit im allgemeinen überein. 

Das Verhalten der Achloridbestandteile während der Diurese 
wurde aus ihrer osmotischen Konzentration bestimmt. Die letztere 
wurde dadurch gewonnen, daß die osmotische Konzentration der 
Harnchloride von der gesamten osmotischen Konzentration der 
Elektrolyte, wie sie aus der spezifischen elektrischen Leitfähigkeit 
berechnet worden war, abgezogen wurde. Normalerweise ist die Konzen- 
tration der Achloride im Blasenharn hoch, fällt während der Diurese, 
erreicht ein Minimum kurz vor der maximalen Periode der Diurese, 
um später wieder zu steigen. Gegen Ende des Versuchs variiert das 
Verhalten. Im großen und ganzen verhält sich die Achloridkonzen- 
tration ähnlicher derjenigen des Harnstoffs als der Chloride. 

Die gesamte Menge der während einer Periode ausgeschiedenen 
Moleküle (berechnet nach der Formel T, = 4/1,85 x Kubikzentimeter) 
erhebt sich steil nach der Injektion, erreicht ein Maximum während 
der maximalen Diurese und fällt dann wieder ab. Die gesamten an- 
organischen Moleküle (berechnet nach der Formel Taek = Celek 
x Kubikzentimeter; die Gesamtkonzentration an Elektrolyten, C Aek- 
wurde aus der spezifischen elektrischen Leitfáhigkeit berechnet) steigen 
merklich an und erreichen gleichfalls ein Maximum während der 
maximalen Diurese. Während der maximalen Diurese betragen die 
anorganischen Moleküle 85 Proz. der Gesamtmenge; von diesen sind 
39 Proz. Achloride. 

Die Gesamtmenge der ausgeschiedenen Chloride erhöht sich nach 
der Euphyllininjektion steil über den normalen Wert, sie erreicht ihr 
Maximum während der Periode der maximalen Diurese, oder bald 
darauf, bleibt jedoch in den nachfolgenden Perioden höher als der 
normale Wert. Die Achloride fallen, während die Chloride steigen, so 
daß sie während der maximalen Diurese nur ein Drittel der gesamten 
anorganischen Moleküle ausmachen. Man kann das Verhalten der 
Chloride und der Achloride als ein entgegengesetztes bezeichnen. 

Die Gesamtmenge des ausgeschiedenen Harnstoffs steigt gleichfalls 
nach der Euphyllininjektion und erreicht einen maximalen Wert während 
der maximalen Diurese. Der Betrag ist jedoch erheblich niedriger 
als derjenige der Chloride. Im Anfange der Diurese ähnelt sich das 
Verhalten beider, da die Chloridkonzentration ansteigt, diejenige des 
Harnstoffs aber fällt. Während die Diurese fortschreitet, fährt jedoch 
die Menge des Harnstoffs fort, sich zu vermindern, während die Menge 
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der Chloride hoch bleibt. Am klarsten geht dies aus Versuch 8 hervor, 
in welchem die Harnstoffmenge ebenso stetig abnimmt, wie diejenige 
der Chloride zunimmt. 

Während des Verlaufs der Versuche wird das Blut, beurteilt nach 
den Hämoglobinbestimmungen, etwas konzentrierter. Vor der Injektion 
betrugen die Hämoglobinwerte zwischen 75 bis 88 Proz., im Durch- 
schnitt 82,1 Proz., am Ende der Versuche variierten die Werte zwischen 
78 und 96 Proz., durchschnittlich 87 Proz. Es beträgt daher die Ver- 
mehrung 5,3, was 6,5 Proz. des anfänglichen Durchschnittswertes 
ausmacht. Welche Veränderungen in der Blutkonzentration während 
der gesamten Diurese sich abspielen, habe ich nicht bestimmt, um 
nicht zu viel Blut zu entziehen, aber eine Bestimmung wurde in dem 
Intervall vor dem Einsetzen der Diurese gemacht. Hier wurde eine 
geringe Abnahme des Hámoglobingehaltes ermittelt, wodurch eine 
Verdünnung des Blutes angedeutet wird. Es muß beachtet werden, 
daß die geringfügige Eindickung des Blutes am Schlusse einer aus- 
gesprochenen Diurese, etwa eine Stunde nach der Euphyllininjektion, 
beobachtet wurde. Zu dieser Zeit waren die Blutchloride aber zu ihrem 
normalen Werte zurückgekehrt. Die geringe Eindickung des Blutes 
würde sich durch den Wasserverlust während der Diurese erklären. 
Es läßt sich jedoch die anfängliche Erhöhung der Blutchloride nicht 
aus dieser Eindickung erklären, schon deshalb nicht, weil, wenn die 
Konzentrierung des Blutes am größten ist, der Chloridgehalt wieder 
zur Norm zurückgekehrt ist. Die Chloridanreicherung ist auch keine 
nur scheinbare, etwa aus dem Grunde, weil sie nicht am Plasma 
ermittelt wurde; diese Annahme wird durch die bekannten Be- 
ziehungen zwischen Chloridgehalt der Blutkörperchen und des Plasmas 
widerlegt. 

Die Betrachtung der zeitlichen Beziehungen zwischen der Stei- 
gerung der Blutchloride und der Diurese gehörte eigentlich in das 
Bereich des vorigen Abschnittes, mußte aber bis auf diese Stelle ver- 
schoben werden, weil ich erst in diesem zweiten analytischen Teile 
die gesamten analytischen Daten bringe. Die Beziehungen gehen 
dentlich aus den im Anhange mitgeteilten Kurven und Tabellen hervor. 
Die Steigerung tritt in der Regel vor der Periode der maximalen Diurese 
ein. Dann tritt die maximale Diurese ein, und während der Periode 
der verminderten Harnabsonderung vermindert sich der Gehalt an 
Chloriden im Blute auf einen um nur ein Geringes übernormalen Wert. 
Vor der Injektion betrug der normale durchschnittliche Chloridgehalt 
des Gesamtblutes 0,476 Proz., er erreichte einen durchschnittlichen 
Maximalwert von 0,506 Proz. und betrug am Ende der Versuche 
0.489 Proz. Die Erhöhung beträgt demnach 6,3 Proz. des Normalwertes 
und am Ende des Versuches 2,73 Proz. 


gx 
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Die Beziehungen zwischen der Erhóhung des Chloridgehaltes des 
Blutes und der nachfolgenden Diurese geht beispielsweise sehr klar 
aus Versuch Nr. 5 hervor. Vier zur Kontrolle angestellte Chloranalysen 
vor der Injektion lieferten einen durchschnittlichen Wert von 0,511 Proz. 
15 Minuten nach der Injektion und zur Zeit des Einsetzens der Diurese 
war der Prozentgehalt auf 0,577 Proz. gestiegen, eine Vermehrung 
von 12,9 Proz.; darauf folgte die maximale Diurese mit einer zu- 
nehmenden Konzentration der Chloride im Harn. Am Ende des 
Versuchs bestand noch eine profuse Diurese von 12,9 ccm in der Zehn- 
minutenperiode mit einer gesteigerten Chloridkonzentration von 
0,551 Proz. Zu dieser Zeit betrug der Gehalt an Chloriden im Blute 
noch 0,546 Proz. oder 6,9 Proz. mehr als vor der Injektion. 


In diesem Versuche liegt in klarer Weise die Verknüpfung mit 
einem frühen Anstieg der Chloride im Blute, welche höher als normal 
bleiben, mit einer profusen und anhaltenden Diurese und einer steigenden 
Konzentrierung der Chloride im Harn, welche wesentlich das im Harn 
abgesonderte anorganische Material ausmacht, vor. 


B. Die Felgen der Euphyllininjektion bei gleichzeitiger intraperitonealer 
Injektion von 5,7- bis 6,7 proz. Rohrzuckerlösung. 


Entsprechend der im früheren Teil geschilderten geringeren Dinrese 
bei dieser Versuchsanordnung, blieb die Gefrierpunktserniedrigung. 
namentlich gegen Ende der Versuche höher als bei der bloßen Euphyllin- 
diurese. Dieses Höherbleiben während der maximalen Diurese erklärt sich. 
wie gesagt, einerseits aus der geringen Menge abgesonderten Harns, anderer- 
seits aus der Glykosurie. Diese letztere ist wesentlich daran schuld, daß 
am Ende der Versuche die Gefrierpunktserniedrigung hoch bleibt. 


Die Konzentration der Chloride im Harn stieg anfänglich etwas, um 
sich dann zu vermindern. Durchschnittlich war die Chloridkonzentration 
niedriger als bei der bloßen Euphvllindiurese. Es ist ganz klar, nachdem, 
was wir schon geschen hahen, daß die Chloridausscheidung durch den 
Übertritt von Chloriden in das experimentelle Exsudat bedingt wird. 


Was die Harnstoffkonzentration anlangt, so verhält sie sich ähnlich 
wie bei bloßer Injektion von Euphyllin. Sie fällt während der maximalen 
Diurese auf einen minimalen Wert, um dann wieder etwas zu steigen. 


Die spezifische elektrische Leitfähigkeit vermindert sich während der 
Diurese, hebt sich aber dann etwas gegen Ende der Versuche. Das Verhalten 
ist demnach anders als während der reinen Enpbyllirdiurese. Der Unter- 
schied läßt sich unschwer nus der verminderten Ausscheidung der Chloride 
im Harn in dieser Versuchsreihe erklären. Auch die Konzentration an 
Achloriden fällt während der Diureseperioden, um sich gegen Ende der 
Versuche zu heben. 


In den späteren Phasen der Versuche steigt wegen der wachsenden 
Zuckerausscheidung die Gesamtzahl von Molekülen im Harn. Die Menge 
von anorganischen Molekülen ist geringer als bei der unbeeinflußten 
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Euphyllindiurese. Wegen des Auftretens von Zucker in steigenden Mengen 
fállt wáhrend des ganzen Verlauís des Versuches der Prozentgehalt an 
anorganischen Molekülen, während der Prozentgehalt von Achloriden 
größer als bei der unbeeinflußten Diurese ist. 


Die Gesamtmenge von Chloriden, welche im Harn ausgeschieden 
werden, wird zwar durch die doppelte Injektion erhöht, bleibt aber doch 
25 Proz. unter der Steigerung bei alleiniger Euphyllindiurese. Die Erhöhung 
der Gesamtausscheidung von Harnstoff bleibt sogar fast 50 Proz. unter 
derjenigen bei der ausschließlichen Euphyllindiurese. 


Im Gegensatz zu der voraufgehenden Versuchsreihe nimmt der Hämo- 
zlobingehalt des Blutes ab, das Blut wird also infolge des doppelten Eingriffs 
verdünnt und ist schließlich der Hämoglobingehalt 5 bis 6,9 Proz. niedriger 
als der anfängliche Durchschnittswert. 


Sehr bald nach der doppelten Injektion sinkt der Chloridgehalt des 
Blutes, und zwar durschnittlich um 8 Proz. Diese Erscheinung steht im 
klaren Gegensatz zu dem Verhalten der Chloride in der früheren Reihe. 
Der Unterschied erklärt sich aber durch den Eintritt von so viel Kochsalz 
in das experimentelle Exsudat, daß der Prozentgehalt des letzteren auf 
0,452 steigt, während er vorher 0 war. Im früheren Abschnitt war darauf 
hingewiesen worden, daß diese Ablenkung der Chloride die wesentlichste 
Ursache der gehemmten diuretischen Wirkung des Euphyllins gewesen sei. 


C. Die Folgen der Euphyllinirjektion bei gleichzeitiger intraperitonealer 
Injektion von. 9,5- bis 10,7 proz. Rohrzuckerlösung. 


Ir. dieser Reihe fällt die Gefrierpunktserniedrigung während der Diurese 
und erreicht ihren geringsten Wert während der maximalen Periode, um 
am Ende des Versuches wieder anzusteigen. Dieser Anstieg am Ende der 
Versuche rührt wesentlich von der Zuckerausscheidung im Harn her. Im 
zanzen ähnelt der Gang der Veränderungen der Gefrierpunktserniedrigung 
mehr demjenigen, wie er bei der reinen Euphyllindiurese war, was 
damit in Zusammenhang steht, daß in der vorliegenden Reihe die 
Diurcse größer war els in der zuletzt besprochenen, und zwar deshalb, 
weil die konzentriertere Zuckerlösung in der Bauchhöhle eine stärkere 
Diurese zur Folge hatte. 


Die Chloridkonzeatration des Harns steigt nach der doppelten Injektion 
vorübergehend etwas an, sie sinkt im Verlaufe der Diurese und erreicht 
Ihren niedrigsten Wert während derjenigen Periode, welche unmittelbar 
auf die maximale Diurese folgt. Gegen Ende der Versuche steigt sio wieder 
an. Es ist ganz offenbar, daß die Ausscheidung der Chloride durch den 
Übertritt der Chloride in das experimentelle Exsudat vermindert wurde. 
Die vorübergehende, anfängliche Erhöhung der Konzentration und die 
Steigerung der Gesamtmenge ausgeschiedener Chloride im Harn könnte 
gedeutet werden, daß etwas von einer Wirkung des Euphyllins auf die 
Niere noch übriggeblieben wäre. 

Die Konzentration des Harnstoffs sinkt nach der doppelten Injektion 
und während der maximalen Periode. Der minimale Wert wird in der 
Periode gleich nach der maximalen Diurese erreicht Er erhöht sich in 
zeringfügiger Weise gegen Ende der Versuche. Die in dieser Versuchsreihe 
beobachteten Harnstoffknnzentrationen waren die niedrigsten von allen 
drei Versuchsreiher. Dies ist deshalb beachtenswert, weil die Größe der 
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Diurese geringer war als bei der reinen Euphyllininjektion. Eire solche 
Erfahrung zeigt, daß die Konzentration des Harnstoffs im Harn nicht in 
einfacher Abhängigkeit von den gleichzeitig ausgeschiedenen Wasser- 
mengen steht. 


Die spezifische elektrische Leitfähigkeit sinkt während der Diurese 
und erreicht den niedrigsten Wert in der Periode nach der maximalen 
Diurese. Sie erhebt sich nur wenig gegen Ende der Versuche. Die 
Kurve verläuft im allgemeinen parallel mit derjenigen der Chloride, 
abgesehen vom Ende der Versuche. Die geringe Steigerung zu dieser 
Zeit, welche nicht von einer Erhöhung der Chloridkonzentration be- 
gleitet ist, deutet auf eine stärkere Ausscheidung von Achloriden. In 
dieser Versuchsreihe fanden sich die niedrigsten Werte für die spezi- 
fische elektrische Leitfähigkeit unter allen Versuchsreihen. Offenbar 
liegt hier eine Besonderheit vor, die durch den anderen Charakter 
der Diurese in dieser Versuchsreihe bedingt wird. Denn die Diurese 
in dieser Versuchsreihe ist wesentlich eine Zuckerdiurese, daneben 
noch im gewissen Umfange, wie aus den Hämoglobinwerten hervorgeht, 
eine Verdünnungsdiurese. Trotzdem Euphyllin in genau der gleichen 
Weise vorhanden war, wie in der ersten Reihe, ist der charakteristische 
Zug der Euphyllindiurese, nämlich die Ausscheidung der Elektrolyte 
vollständig unterdrückt. Es ist dies ein neuer Anhaltspunkt für die 
gelungene Ablenkung der Euphyllinwirkung und zugleich auch ein 
neuer Beweis dafür, daß Euphyllin weder eine spezifische Wirkung 
auf die Kreislaufsverhältnisse, noch auf die Permeabilität der Nieren. 
zelle besitzt. 


Die Konzentration der Achloride fällt während der Diurese, erreicht 
das Minimum während der maximalen Diurese oder sofort danach. sie steigt 
etwas gegen Ende der Versuche. 


Die Erhöhung in der Ausscheidung der gesamten Moleküle ist nicht so 
ausgesprochen wie in denjenigen Versuchen, in welchen die 6,7 proz. Zucker- 
lösung injiziert wurde. Die Gesamtmenge an anorganischen Molekülen ist 
erheblich geringer als nach Euphyllin allein und vermindert sich während 
des letzten Teiles der Versuche. 


Der Prozentgehalt an anorganischen Molekülen vermindert sich während 
der Diurese und während des Endes der Versuche. Der Prozentgehalt ist 
annähernd nur die Hälfte von derjenigen, welche bei der Diurese nach 
bloßer Euphyllininjektion beobachtet wurde. Dies ließe sich durch die 
starke Glykosurie und den Übertritt von anorganischen Molekülen in das 
experimentelle Exsudat erklären. Jedenfalls läßt »ich die Verminderung 
der prozentischen Menge der anorganischen Moleküle nicht aus der Größe 
der Wasserausscheidung erklären, denn diese war ja viel größer in den 
Diuresen bei bloßer Euphyllininjektion. 


Die als Achloride berechneten anorganischen Moleküle verminderter 
sich prozentisch während der maximalen Diurese, um gegen Ende der 
Versuche etwas anzusteigen.. 
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Die Gesamtmenge der ausgeschiedenen Chloride erhebt sich zwar 
in dieser Reihe über den normalen Wert, aber er erreicht lange nicht 
die Größe wie nach der bloßen Euphyllininjektion. Hier tritt wiederum 
die primäre Bedeutung des Eintritts der Chloride in das Blut, ohne 
nachfolgende Ablenkung, im letzteren Falle hervor. Die Chlorid- 
ausscheidung ist aber größer als nach der intraperitonealen Injektion 
von 6,7 proz. Zuckerlósung. Dies mag mit der größeren Wasseraus- 
scheidung zusammenhängen. Während der Diuresenperioden erreicht 
die ausgeschiedene Chloridmenge fast den zweifachen Betrag von 
derjenigen, welche nach der intraperitonealen Injektion der 6,7 proz. 
Zuckerlösung eintritt. 


Die quantitative Ausscheidung des Harnstoffs ist gleichfalls 
vermehrt. Die Steigerung ist geringer als diejenige, welche nach der 
Injektion von 6,7 proz. Zuckerlösungen erfolgt. Die ausgeschiedene 
Menge ist die niedrigste unter den drei Reihen von Versuchen. Die 
Bedeutung dieser Tatsache wurde schon bei dem analogen Verhalten 
der Konzentration gewürdigt. 


Während der Diurese in dieser Versuchsreihe wurde das Blut, 
wie die Hämoglobinbestimmungen ergaben, verdünnt. Vor den In- 
jektionen schwankten die Hämoglobinwerte zwischen 76 und 80 Proz., 
mit dem Durchschnittswert von 77,3 Proz. Am Ende der Versuche 
beliefen sich die Hämoglobinwerte zwischen 70 bis 75 Proz., im Durch- 
schnitt 71,3 Proz. Gegen Ende der Versuche beträgt daher die Ver- 
minderung des Hämoglobingehaltes 6,0 bis 7,8 Proz. gegenüber dem 
anfänglichen Durchschnittswert, und dementsprechend verhält sich, 
auch die Verdünnung. Wir sehen, daß in den beiden Reihen, in denen 
außer der Euphyllininjektion ein intraperitoneales Exsudat gesetzt 
wurde, eine Blutverdünnung eintrat, trotzdem aber die Diurese gering- 
fügiger war, als in der Reihe der reinen Euphyllinversuche, wo doch 
das Blut sich eindickte. Daraus folgt, daß unter den Bedingungen 
meiner Versuche der Chlorideintritt in das Blut, ohne nachfolgende 
Ablenkung, ein stärkeres diuretisches Moment enthält als das bloße 
Kreisen des Euphyllins im Organismus mit gleichzeitiger Blutverdünnung, 
aber Ablenkung der Chloride. 


Die Konzentration der Chloride im Gesamtblut fällt nach der doppelten 
Injektion. Nachher erhebt sie sich wieder, aber nur geringfügig, so daß 
sie am Ende des Versuches noch niedrig ist. Die zeitlichen Verhältnisse 
der Konzentrationsveränderungen sind aus meinen Kurven ersichtlich. 
Durchschnittlich erniedrigt sich der Prozentgehalt an Chloriden im Ge- 
samtblut um 5,5 Proz. Die Verminderung der Blutchloride ist richt so 
¿roB wie nach der intraperitonealen Injektion der 6,7proz. Zuckerlösung. 
Es hängt dies wohl damit zusammen, daß in dem letzteren Falle Kochsalz 
aus doppelten Grunde in das peritoneale Exsudat übertreten muß, erstens 
wegen der Kochsalzfreiheit des Exsudates, zweitens zum Ausgleich der 


136 G. M. Curtis: 


Hypotonie. Es entspricht dem dargelegten Unterschiede der beiden letzten 
Versuchsreihen, daß in der vorliegenden Versuchsreihe die Chloridaus- 
scheidung im Harn größer war. 


Schließlich ist zu bemerken, daß in dem Kontrollexperiment, in 
welchem ausschließlich die Zuckerlösung intraperitoneal ohne Euphyllin- 
injektion eingeführt wurde, die Diurese in ihrer Menge und in ihrem 
Verlaufe mit derjenigen nach der doppelten Injektion úbereinstimmte. 
Hieraus geht hervor, daß die Euphyllinwirkung in dieser Versuchs- 
reihe keine Rolle spielt.. Die Folgerungen aus diesem Schlusse wurden 
schon erörtert. In diesem Kontrollversuche wurde eine ausgesprochene 
Glykosurie beobachtet. 


Zusammenfassende Betrachtungen 
über die mitgeteilten Beobachtungen in ihren Beziehungen 
zu den Theorien der Harnabsonderunge. 


Die von mirgemachten Beobachtungen können zum Schluß daraufhin 
untersucht werden, inwiefern sie den zurzeit herrschenden theoretischen 
Vorstellungen über die Harnbildung entsprechen. Schon im ersten 
Teile habe ich darauf hingewiesen, daß meine Beobachtungen über 
Euphyllindiurese und deren Ablenkungen es verbieten, im Euphyllin 
ein spezifisches Reizmittel der Nierenzelle zu sehen. Man darf wohl 
diesen Satz auf alle übrigen ähnlich gebauten Diuretica erweitern. 
Nach dieser Richtung hin entziehen die Ergebnisse meiner Unter- 
suchungen der sekretorischen Theorie der Harnbereitung das Stütz- 
mittel, welches von vielen Anhängern dieser Theorie in der Wirkungs- 
weise der spezifischen Diuretica erblickt wurde. Meine Ergebnisse 
widersprechen aber auch wesentlichen Voraussetzungen der mecha- 
nischen Theorie. Angesichts der außerordentlich großen Harnmengen, 
welche unter dem Einfluß von Euphyllin ausgeschieden werden, wäre 
in erster Linie an eine gesteigerte Filtration zu denken. Wiederum 
sind es vornehmlich die Resultate meiner Ablenkungsversuche, welche 
die Mitbeteiligung gesteigerter Filtration ausschließen. Unzweifelhaft 
ist es gelungen, experimentelle Bedingungen zu schaffen, bei welchen 
gesteigerter Filtrationsdruck und vermehrte Flüssigkeitsausscheidung 
durch die Niere Hand in Hand gehen. Sobald man aber, wie ich es 
versucht habe, unter möglichst physiologischen Bedingungen arbeitet, 
die Eingriffe so einfach und so durchsichtig gestaltet, wie nur möglich, 
kann man zwar stärkste Diuresen beobachten ohne den geringsten 
Anhaltspunkt für eine gesteigerte Filtration. Die zurzeit beliebteste 
mechanische Theorie der Harnabsonderung, die sich an den Namen 
Cushnys anknüpft. sieht in einer Verknüpfung von Filtration und 
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auswählender Rückresorption die wesentlichsten Bedingungen für 
die normale Harnbereitung. Durch die Unterscheidung von Schwellen- 
und Nichtschwellensubstanzen, die in verschiedener Weise aus dem 
Glomerulusfiltrat in den gewundenen Kanälchen rückresorbiert werden, 
sucht diese Theorie den Tatsachen gerecht zu werden. Aber selbst 
diese „moderne Theorie‘‘, die sich von den älteren mechanischen Theorien 
durch nicht unwesentliche Erweiterungen unterscheidet, versagt gegen- 
über den Tatsachen, wie sie u. a. von neueren Autoren Bock und Iversen!) 
und White?) gefunden wurden. Nach der Cushnyschen Theorie würden 
Harnstoff und das, was ich Achloride genannt habe, zu den Nicht- 
schwellenstoffen gehören, die in den gewundenen Kanälchen nicht 
resorbiert werden würden, während die Chloride zu den Schwellen- 
stoffen gehören. Der Gehalt des Harns an diesen drei Stoffen wurde 
in meinen Versuchen von Periode zu Periode teils durch chemische, 
teils physiko-chemische Methoden bestimmt. Man kann daher, ähnlich 
wie Bock es getan hat, einen Nichtschwellenstoff, wie Harnstoff, der Be- 
rechnung zugrunde legen, wieviel Plasma in den Glomeruli filtriert 
sei, folglich da Chloridbestimmungen im Blute vorliegen, die filtrierten 
Chloridmengen kennen. Man hat in meinen Versuchen alle Daten in 
der Hand, um die Flüssigkeitsmengen und die Stoffmengen, die resorbiert 
werden würden, falls eine annähernde Ringerlösung resorbiert würde, 
zu berechnen. Würde die Cushnysche Theorie zutreffen, so müßten, 
wie das Bock und Iversen angegeben haben, auf dem Rechnungswege 
sich Zahlenwerte für die Konzentration der Stoffe im Harn ergeben, 
wie sie sich in meinen Versuchsdaten finden. Die wirklichen Berechnungen 
ergaben mir Werte, welche zeigten, daß man durch die Annahmen von 
Cushny das in meinen Versuchen tatsächlich Vorliegende nicht berechnen 
und erklären könne. 


Man kann aber auch auf anderen Wegen als Bock und Iversen 
und White es getan haben, aus meinen Versuchen die großen Schwierig- 
keiten ableiten, welche vorhanden sind und welche es verbieten, die 
Annahmen der Filtrations- und Rückresorptionstheorie als genügend 
für die Erklärung der Harnabsonderung anzusehen. In der nach- 
folgenden Tabelle gebe ich eine Übersicht aus einer Auslese meiner 
Versuche, in welchen ich für je zwei aufeinanderfolgende Perioden 
das Verhältnis der Harnmengen, das Verhältnis der prozentischen 
Harnstoffwerte und das Verhältnis der prozentischen Achloridwerte 
nebeneinander aufgenommen habe. Diese beiden Stoffe wählte ich 


1) J. Bock und P. Iversen, The Phosphate Excretion in the Urine 
during water Diuresis and purine Diuresis, Det Kgl. Videnskabernes Selskab. 
Biologiske Meddelelser, 8, 1. Kobenhagen 1921. 

2) H.L. White, Amer. Journ. of Physiol. 65, 200, 212, 537, 1923. 
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als sogenannte Nichtschwellenstoffe. Die Konzentrationen derselben 
müßten, wenigstens annähernd, in einem gleichen Verhältnis zur Än- 
derung der Harnmenge stehen. Wenn man sich der Anordnung meiner 
Versuche erinnert, so kann, vom Standpunkte der Cushnyschen Theorie 
betrachtet, in zwei aufeinanderfolgenden Perioden beobachtbare etwaige 
Änderung der Harnmenge nur auf einer geänderten Rückresorption 
beruhen. Folglich müßte. bei Vermehrung der Harnmenge in der 
nachfolgenden Periode eine relative Verdünnung, bei Verminderung 
der Harnmenge eine relative Konzentrierung der Nichtschwellenstoffe 
eintreten. 


Übersichtstabelle VII. 
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¿0 D | 01 wm 3 | 15,3 D 
CG 2 0,102 2, 0046 | l 16,2 ] 
6 2 0.301 3 0165 |; 3 30 H 
6 0,109 0,050 1 112 2 
o 2 | 0281 5 0,920 > 19,6 5 
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15 | 10 0,402. 4 0,120 — 1l s E, 
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a 5 ` 0600 3 0,570 2 2,1 1 
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Si oam 3 0,060 T 2 2 
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e 0,0299 1 0,298 Ti 60 ] 
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Die Überlegungen, welche meiner Betrachtung zugrunde liegen, 
sollen an dem ersten Beispiel aus vorstehender Tabelle klargemacht 
werden. Die Mengenverhältnisse der Harnabsonderung in den 
Perioden 6 :7 des Versuchs 5 stehen annähernd im Verhältnis 1:1, 
die Harnstoffkonzentrationen im Verhältnis 3:2, die Achlorid- 
konzentrationen im Verhältnis 2 :1. Erstens ist die Änderung in der 
Verdünnung der beiden Nichtschwellenstoffe ganz verschieden und 
zweitens steht die quantitative Veränderung in der Konzentration ` 
in der zweiten Periode in gar keiner Beziehung zu der geringfügigen 
Veränderung der großen Harnmengen der beiden Perioden. Von den 
l5 Versuchen obiger Tabelle kann ich höchstens dreimal einen Verlauf 
der Dinge anerkennen, wie sie der Rückresorptionstheorie entsprechen 
würden, im übrigen waltet eine anscheinend unentwirrbare Regel- 
losigkeit. 

Ich bringe noch eine andere Übersicht, welche mir gleichfalls in 
theoretischer Hinsicht von Interesse zu sein scheint. Ich habe aus 16 
meiner Versuche die Periode der maximalen Diurese gewählt, die 
Menge des ausgeschiedenen Harnes und den Prozentgehalt an Harnstoff 
in dieser Periode. 


Übersichtstabelle VIII. 














| Harnstoff» | Harnstoff. 
Bis ei i | SEEEESE 1: konzentration an e | Haramenge konzentration 
__Proz. f| eem | Proz, ` 
Kä 195 | 036 13 | 15.0 . 092 
2 | 1952 | 0,3561 14 | 6,1 | 0,201 
3 o) 12,5 | 0,282 15 15,0 0,190 
5 16,2 0,456 16 ` 5,1 | 0,334 
6 11,2 0,109 12 . 18,7 | 0,348 
8 10,6 0,171 25 | | 13,6 | 0,024 
9 5,0 | 0,306 27 | 11,9 | 0,132 
10 | 34 0426 28 © 10 , 0,0481 


Ich bemerke zum Verständnis, daß alle Werte von nur zwei Tieren 
stammen, die unter genau gleichen Ernährungsbedingungen gehalten 
wurden und wo die genau dargelegten Versuchsbedingungen derartig 
waren, daß sie selbst die Harnstoffausscheidung nicht beeinflussen 
konnten. Nach der Filtrations- und Rückresorptionstheorie müßten 
die kleinsten Harnstoffkonzentrationen mit den größten Harnmengen 
Hand in Hand gehen. Davon ist in diesen Versuchen keine Rede. So 
findet sich beispielsweise einmal bei einer Harnmenge von 15ccm in 
10 Minuten ein prozentischer Harnstoffwert von 0,190, ein anderes Mal 
bei der gleichen Menge ein prozentischer Harnstoffwert von 0,912. 
ln Versuch 18 findet sich bei einer maximalen Diurese von 11 ccm 
in 10 Minuten eine Harnstoffkonzentration von 0,048 und im Versuch 17 
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bei einer fast gleichen Diurese von 11,9ccm eine Harnstoffkonzen- 
tration von 0,13. Angesichts der vorliegenden Versuchsergebnisse 
wird man sich nicht dazu entschließen können, dem Satze beizustimmen, 
daß je größer die abgesonderte Harnmenge, um so niedriger und dem 
Blutwerte sich annähernder müsse die Harnstoffkonzentration des 
Harnes werden. Die Schlußfolgerung aus der vorstehenden Versuchs- 
übersicht scheint mir nicht im Einklang mit der modernen Filtrations- 
und Rückresorptionstheorie zu stehen. 

Die Einwände, welche gegen die neuere Filtrations- und Rück- 
resorptionstheorie gemacht wurden, waren vom Boden dieser Theorie 
aus gemacht, indem ich von der Cushnyschen Theorie der Schwellen- 
und Nichtschwellenstoffe ausging. Ganz kurz möchte ich prinzipiell 
der Meinung sein, daß diese Annahmen der Sicherheit entbehren und 
hypothetisch sind. Mit anderen Autoren möchte ich den Standpunkt 
vertreten, daß es unter den physiologisch im Blute vorkommenden 
Stoffen überhaupt keinen Nichtschwellenstoff gibt, demnach auch keinen 
Körper, der überhaupt nicht rückresorbiert werden könnte. Sobald man 
sich auf diesen Standpunkt stellt, fällt natürlich zurzeit die Möglichkeit 
fort, die Cushnysche Theorie zu beweisen oder zu widerlegen. Von 
diesen prinzipiellen Fragen wird an einem anderen Orte zu sprechen sein. 

Sind die Ergebnisse meiner Versuche für beide hauptsächlichen 
Theorien, die sekretorische und die mechanische, im wesentlichen 
negierender Natur, so enthalten sie doch andererseits Positives zur 
Einsicht in die Vorgänge bei der Harnabsonderung. In erster Linie 
betone ich nochmals die große Bedeutung des Geschehens in den Ge- 
weben, des Stoffaustausches zwischen Geweben und Blut. Zweitens 
sei darauf hingewiesen, daß bei den Diuresen nach bloßer Euphyllin- 
injektion die gesamten chemischen und physikalisch-chemischen 
Analysen erkennen lassen, daß die Chloride die Faktoren sind, welche 
das Bild beherrschen. Andererseits, sobald aus Gründen des Ablenkungs- 
versuches Zucker hinzutritt, macht sich dieser Faktor geltend, ja er 
wird sogar zum beherrschenden. Die in meinen Kurven und Protokollen 
mitgeteilten Werte geben ein Bild einer Chloriddiurese und einer Zucker- 
diurese mit einer nicht geringen Anzahl von Einzelheiten. Es scheinen 
mir diese Tatsachen auch nach der theoretischen Seite hin bemerkens- 
wert, denn sie zeigen, daß ein chemisches Moment selektiv die Niere 
in der Art der Harnabsonderung beeinflußt und zwar, nach Anlage 
meiner Versuche, ohne Mithineinspielen mechanischer Momente und 
mit so geringfügigen physikalisch-chemischen Veränderungen des 
Blutes — namentlich gilt dies da, wo die Chloridveränderung das 
wesentliche ist —, daß man wohl kaum ohne die Annahme eines fein 
abgestimmten Anpassungsvermögens der Nierenzelle gerade an diese 
Art von Änderung auskommt. Im Lichte meiner Ergebnisse stellen 
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sich die Verháltnisse verwickelter dar als sie sowohl vom Standpunkte 
der Sekretionstheorie wie der mechanischen Theorie bisher erschienen. 
Es wird daher weiterer Arbeit bedürfen, um mehr tatsächliches Material 
zu sammeln, wofür die hier mitgeteilten Tatsachen und Ergebnisse 
neue Möglichkeiten zu eröffnen scheinen. Es ist bei der Lage der Dinge 
ratsamer, den begreiflichen Wunsch nach theoretischer Formulierung 
zurückzustellen. 

Meine Arbeit enthält an verschiedenen Stellen Zusammen- 
fassungen; deshalb sollen zum Schluß nur folgende Hauptpunkte 
wiederholt werden: 

l. Es wurde mit einer teilweise neuen Methodik die Diurese nach 
Injektion eines spezifischen Diureticums untersucht; erstrebt wurde 
dabei innerhalb möglichst physiologischer Bedingungen Unversehrtheit 
des Tieres, Vermeidung von unphysiologischer Änderung der Blut- 
zusammensetzung, Gewinnung von möglichst vielen chemischen und 
physikalisch-chemisohen Daten fortlaufender Harnproben, gering- 
fügige Blutentnahmen zu einzelnen Blutanalysen. 

2. Es konnte gezeigt werden, sowohl durch die direkte Unter- 
suchung wie durch den gelungenen Ablenkungsversuch, daß die Wirkung 
der spezifischen Diuretica, falls hinreichend Wasser zur Verfügung 
steht, ausschließlich auf einem Übertritt von Chloriden aus den Ge- 
weben in das Blut beruht. Ablenkung der Chloride in die Bauchhöhle 
hebt die Wirkung der spezifischen Diuretica auf. 

3. Aus dem Vorstehenden folgt, daß weder die sekretorische, noch 
die mechanische Theorie der Harnabsonderung die Wirkungsweise 
der spezifischen Diuretica zu erklären vermag. Was die mechanische 
Theorie anlangt, so muß gefolgert werden, daß die von ihr postu- 
lierten Faktoren keine Rolle spielen, andererseits sind die spezifischen 
Diuretica feine Reizmittel der Nierenzelle im Sinne der sekre- 
torischen Theorie. 

4. Die chemische und physikalisch-chemische Analyse des Harns 
bei der Euphyllindiurese und bei der durch intraperitoneale Zucker- 
injektion modifizierten Euphyllindiurese ergab ein Bild der Harn- 
absonderung, welches nicht in Einklang mit der Cushnyschen Theorie 
zu bringen war. 

5. Die Vorgänge bei der Euphyllindiurese werden weitgehend 
bis in die Einzelheiten von den Chloriden, bei der Zuckerdiurese vom 
Zucker beherrscht. Dies spricht dafür, daß qualitativ chemischen 
Bedingungen eine vornehmliche Bedeutung bei der Regelung der 
Harnabsonderung zukommt, somit auch den Geweben des Körpers, 
welche unter physiologischen Bedingungen die chemischen Veränderungen 
setzen. Für die Nierenzelle ist eine fein abgestimmte Anpassung an 
geringfügige chemische Veränderungen zu postulieren. 
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Euphyllin 
Versuch \. 
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| 08001 — | = | = | = | = | =]| = 

Ziel — | = | = | =.| = | = | — 

841 | 1603| 883 | 0690 | 0913| 674 | 570 | 00202| 00136| 0007| 0775 

841 | 1599 872 | 0858| 0741| 701 | 463 | 00427 | 00299| 0013| 0682 

849 | 1521| 868 | 0934| 0387| 737 | 254 | 00260 | 00192, 0007| 0544 

NAS | 1885| 853 | 1259| 0626) — | 332| —= | — | —= | = 

li | nel — | = | — | = | = | = | = 

NIG | 2733| s20 | 2538| 0195) — | 073 | = | = | = | — 

| ei) = || —- I le Jl. zs `Ä e 
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J| > b e | ; — 
i. | ee - | ge, O |] E - | N9 E £ NE AR 
SEL Ela] “(09 | 7 aa | 88 | Sa lei 13% 
CR 2 > | 9% “$ Ok E CL 28 E "ei 
il 3 Fl S8 | Ta | 6%] | 
SE | 3 5 A |25 a ée ME a lee Se | BS 
SZ | N £ | Zu | E E 23.8. 1% z3 e: 
gg y D —— - 
1 | Biase | 38,0 | 0,660 0,3568 — — | — — — 93,91 
2 [Bl.10| 230 | 640| 3459| — | — | — | — | — | — |86/9 
$ [BL10|170 | 6501 38131 = | = | = | = | — an 
4 BI.10| 120 | 600 | 3243 | 0,134 0,0161 (0,0229 (0,882 (0,1058 0,1470 | 86,89 
5 "Pin 150 | 636 | 3438| 165 0248 | 0281 | 912 | 1368 | 1520 | 93,46 
6 |BJ.10| 15,0 | 546 | 2951| 210| 0315 | 0359 | 864 | 1296 | 1440 | 78,76 
7 | 10| 30 | — | — | 241| 0072 | 0412 | 648 | 0194 | 0108 | 5240 
8 | 10| 7,1 | [204 | 0145 | 0349 | 372 | 0264 | 0620 | 40,93 
| | 
| 243 | 1314 | | 
9 10| 3,0 | 153 | 0046 | 0262 | 282 | 0085 | 0470 | 44,17 
10 10| 130 | 233 | 1260| 139| 0181 | 0238 | 288 | 0374 | 0480 | 41,74 
11 TRE T AE 249| 0070 | 0425 | 367 | 0128 | 0612 | 55.04 
12 191 081 së, "kr Sech 229 | 0041 | 0393 | 510 | 0092 0850) 
| | | | 63,99 
13 | 10| 1,8 | — | — | 376| 0030 | 0642 | 762 | 0061 | 1270) 
Bauchflüssigkeit — 530 2865 320| — 0547 — | — — 67,87 
SE e | 305 | 1649 oul — | — = 1 MO 
Versuch XIV. 
ar E Ef D age Wë, E- AT er: E E 
a la Ely & £ a ¿de (Eg l£ lafu sg 
Bi, a C “o Se pi dig ac Ze il Zä 
SS E = ei, ZU "Ss sL | ¿o $ E ao 
Sa [| £ O A EE E E 
ke =N N om N ~ | bd 
al Ers fus IS 
1 Blase | 80,0 um 0,2070 | 0,050 0,0400 0,0085 0,420 | 0,3360 | 0,0700 85,82 
2 10 0,0 k 2 <= | Fa er Ss > 
3 | 10 02 ' — | — | 058 00012} 0098 | — SR WC EN 
£ | 10 02 7 es = Injektion von 
0,051 0,00020.0,0087 | — | — | — | = 
5710681 E | 0 
5-1 90 188. | er rest DIE "geen et, y lA os 
E do 1008: ez Ah se 180.1 00080807: ee Aë 
Bl RO I 1 1, 108 1 000791 08988. — ¿o le JP ee 
9 | 10 | 61 122 | 00744 0209 10,207 '0,0126 0,0345. 69,72 
| 0,715 0,3865 | | | 
10 | 10 | 36 225 00810) 0385 210 | 0076| 0350: 57,87 
11 || 10 | 39 | 237 | 00924) 0405 | 180 | 0070| 0300| 66.25 
700 | 3784 ' | 
12 | 10 | 49 282 | 01382 0482 | 190 | 0093| 0317| 68,38 
Bauchflüssigkeit | — | 602 ¡ 3254| 402 0687 ; — — — | 81,06 
ee | va EA EE EE KE 




















A ar AA 
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Mllurese. 
On. 
E Sl. eS D 
te |,3 | gg e 2 v 59 20 8 SES SgS 5 =| g 
ES Bei 35 e. | 228 WË ` o Llo = x .S | gge 
iio ssam EB 588 | FEE | 3% SEO LEE BEL ze pol Br 
eis 4585 den [288 SEE | 58 002 ae 603 i afg o gd 
u BEE EEE 
Eds lag ek, (Dä 1< 2 ¡5 "wä 
== Ze z AA Ee SS == S ES A 7 5- _ oa ar Een ee Ar u A EE 
017 0,839 ,0,1870 | — | — — (0524 , — 10,0136 (0,0071 [0,0065 | 0,1698 
086 841 1724 | — | — | — | 498 | — | 0080 0040 | "1735 
7 840! 1780| — | — | — | 507| — | 0060| 0030| 0029| 1733 
7 841 | 1727 (0,899 [0,0435 (0,1292 | 533 [0,748 | 0039| 0021| 0018, 1516 
nu 839 , 1864 | 800 | oa | 1333 | 542 | "715 | 0052| 0028| 0024| 1569 
065 847 | 1561 | 880 | 0675 | 0886 | 529 | 568 | 0044 | 0023 | 0021| 1390 
0550 866 | 1026 | 875 | 0772 | 0254 | — | 28 | — | 0003) — | — 
wi 874 | 0795 | 881 | 0657 | 0038 048 
| (0814) | 619 | 0013 | 0008 | 0005 | 9500 
059° 870 | 0859 | 893 | 0496 | 0363 422 
(nn 873 , 0811 | 896 | 0451 | 0360 | 645 | 444 | 0016| 0011| 0006| 0449 
Den 859 ' 1099 | 874 | 0797 | 0302 | — | 25 | — | 0031| — : — 
' 877 | 0737 | 
0680 852 1260 ch 0383 | — | 304| — | 0033) — — 
| | 856 | 1193 | | | 
Ca 850 1340 | 863 | 1019 | 0321 468| %40) = | == — 
ci as els ==] e e er eg 
1.1. 1925. 
A Ee EE SEN 
Dä. Së Ianni. ën e o e 38%) 265 (568, 88 
$2 ¿553 3%] Est git Seas LEE Brg ESS p3 ZEL "Se 
UY Ba Qe! 872° -E-E 12 el "og o co. “Lo ¡ES 
RÄ zez BS, a IjO! 28, E EE SEKR Se MES 
+. MI AA EE e 
Bere O A d SE 
993 0,836 '0,1730 0,932 10,0165 0,1603 d 0,904 0,01656| 0,01384 ‚0,0027210,0340 
es SE ge | Ze 2 Ee E A Ss Ge | zn: 
ee ee el SS 
beem Euphyllin. | 
o data dat a E REN 
CE E Ee an a laa eS 
4 0,849 [0,1376 | 0,901 (0,0391 0,0979) po | 0,00084 | | 
| ,333 | (non) | 000200 02578 
6 859 | 1137| 877 | 0722 0415) | 365 00041 
(05 850 | 1305| 875 | 0760 0545) | 418 00051 
| ell | 00842 00224| 2450 
go 850 | 1359| 858 | gege ` 0464) 341 | 00067 
wm 837| 1735| 853 1273| 0452 | 530) 262| — | — — | 1529 
wis 971 | 0032) — | — | 0032 | 020110001 — ; — — | 1644 
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Euphyli. 
Versuch XV. 
- la: ESE ae. | las lis 
E = O ki ENS es _ N ven BE PS 
¿| E Së. d va] De e SIE ÚS < KEE EK 
sej g| ĝo a 13128 Së eel 28 | 88 |efo |% 
36 | E lau ZT pagaj | E E 
n S T ce ə», al : ¿42 
Z tel 2 | 9 SI È Es zZ | GE ARCA 
1 |Blase 40 | — | — 10,107 l0/0043 0,0184 0,552 0,0221 0,0920 ha 91,12 
2 | 10 |02 | — | — 245| 0005 | 04188| — | — 
3 | 10 | 03 ` — | — 380 | 0011 | 0649 — | — = — 
4 | 10 05 — | — 370| 0018| 032! — | — = a4 
Injektion von 
5 | 10 [08 ' — ¡ — [0,391 ‚0,0031 |0,0669 ¡0,954 [0,0076 |0,1590 | — 
6 | 10 | 10 — — | 323 | 0032 | 0553 ¿1014 | 0101 | 169 | — 
7 10 | 7,6 0,305 0,1649 | 277 0210 | 0473 .0,220 | 0167 | 0366 | 62,64 
8 | 10 |150 | 475 ı 2568| 524 | 0986 | 0896 | 190 | 0285 | 0316 [111,05 
9 | 10 | 55 | 678) 3665| 572 | 0315 | 0978 | 348 | 0191 | 0580 |144,81 
10 | 10 | 54] [861 | 0465 1472 | 402 | 0217 | 0670 1149.20 
758 | 4097 | 
11 | 10 58) Lo 0475 | 1399 550 | 0319 | 0916 '150,59 
Versuch XVI. 
el seje- lesa e Wa dae le SEN 
EC x 9 N ES = g ESS, £ = Een | BS Sm 
Zei § |f lOs | Ze |38] ES | Eg [252 34 eS 
e È S e 52 SÉ Qa [Ra | DT SS 1 pa "= | pz 
va E S 3 O Ge ZE lan E SE AC, gel ir 
v y 5 GN S CZ 3 2 |S CEI 
EEE ES | BPA 
1 | Blase [30,0 |1,897 1,0278 0,179 lo 0531 0,0908 2,437 0,7301 0,4062 240,10 0.280. 
2 | 10 |02 | — — | 367 0007. 0627| >=. = ei Zes age 
Injektion voı 
3 | 10 |02 | — | — 365 | 0007| 0623| — ees Se en 
4 | 10 |07 | — | — 428 | 0030| 0732| 912 1520| — ` — 
5' 10 |41 , (096 | 0039| 0164| 780 ër 1300 | 63,48' 067 
| (nen 0,2876. | 
61 10 |51)! i (030 | 0015| 0051| 334 | 0170| 0557 | 35,28. 036 
7> 10 3,3) | (013 | 0004| 0022| 432 | 0143 | 0720 3417| 035 
| 0,612) 3308 ` | 
8 10 !32] | 061 | 0020| 0105| 468 | 0150, 0780| 50,16) 052 
9, 10 138) (132 | 0050| 0225|) 684 | 0260, 1140| 85,90| 092 
| un 7552 , | 
10 | 10 |43). ı (141 | 0063' 0251| 804 | 0345| 1360| 94,20| 102 
Bauchflússig. z | E 
kcit . . . . 110,0 0,559 3022 | — 0772) — geg | — |8992| 097 
l r 
njiziert, Flüssig z EE: 1692| 000 = = Voz los le le a 
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omo | Sana F SS = 
ée (II! |] 3 So <= om goysuspy — = | 
¡ae MR S amw | S 
| ken rme ee en 
Lwia LIII 11888 3 nr 
L ee A Drei S = 2 uayssıusdıo op QA | 
ano y "Us O: S u01}31}U3ZUO0Ņ | = 
TI eg 10 N 00 AS ame 
amara E 111 118855 E Be 
sy un any Ge | 
JW N S, SS SS S Bees ech o 
Gegen 33858 8 ae 
= <+ 
usy aja ı | | | | |] SS = S ps maa Hi Q 
-Jj0UNUIBS2S) A viet mt any |, — | 
— — - Ñ ¿JON “UBBIOUY ` => 
192p1paäeng Se 8 Ke z 
zue majo | (Ice E Lë EE 
sj» əpuolqoy | 29 m Gi en SE 2 | 
a a N ES - er 2 
SPUOJY Y A a ACASO. „= 
2, De | | ei a S = > y l 
2: PIE = Zou = > | 
974101393 | 2,. Ing | Ò 
Tu | SE S EI E 
a Kei E: BARAAT | we 
Sg 'z01] = o0 | 
IR 0,.2 = 
e DIO a e eo EE = 
ID UN*UISp sap ben S E? O E | A A i 
*ZUON ‘mW a8 Š CS Z 2 | TI) = j; 3 
ei ~ IDH sauasjour | z | 
Ge y dee spe apuopvy | S 
ss] 89P uon D 8 q S > 2 əppojqo O e 
“BZOSSILD ) 0 oi o 0 euägt! 19p D A 
i © ‘zuoy nao | SA 
KSE 38858 EE E 
d əpuoryo o 
queso) =°) =|; 2 TI = | = A SS 4 E S 
spe? eng | > NW E sig | e __ 
Bunso a 2 Q ra © © , 3) = o 
uopuayafjmezoa | SS | | | $ (ISS ə SS | okon op | & | 
‘p Pond’? | © ®© uo pe juszu0oy ` 
Z o . ne tr A pe! 
ID 'N a Sa SE 8 D Ó 
gainon ap EJ ae 28. o on E 


5753 


00179; 1941 
00466 








795) | 
741 
202 





200 


0778| 296 
248 


591 





1274| 225 


E le EA 


1398 


1425 | 0361 


0099 | 0583 | 242 


0034 0617 
0201 
0428 


0314 | 0936 | 435 


1157 


1355 


894 | 0475 


866 
850 
909 
540 


| 


899 


d 


0682 ` 950 

0660 | 945 
865 | 0979| 923 

1873 

1786 


| 





1’, eem Euphyllin. 
854 | 1 
879 
| 838 
' 836 
837 


D 
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Versuch XVII. 






























































Nr Zeite | Menge in A g Na Cl e Proz. g Haro 
intervall ccm Dei És 4:1,85 Proz. NaCl im Harn e am | Harnstoff en = 
Bee i SE nn = Co | o =5,85Proz. 

1 | Blase 100 | — | — | 0887 0.2570 | 0,0439 | 1,146 1.146 

2 | 10 o5 | — er 271 | 0014 | 0463 Sa SS 

3 ' 10 04 |; — — | 314 ' 0013 0537 — 

Injektion von 

4 10 0,6 Sa == 383 | 0023 | 0655 | 0,606 0,0036 

5 10 08 ` — | — ' 565 , 0045 | 0965 | 612 0049 

6 10 ` 09 Sai" Ar e: SE 0073 | 1389 | 786 | 0071 
7 10 ' 08 = — | 832 0067| 142 972 8 
s | 10 A = — | 726 , 0087 | 1242 ' 1,146 0138 
9 , 10 | 11 — > — "90 , 0081 | 1252 [0912 0100 

10 | 10 19 —— | — | 661 0126 | 1130 | 798 0132 
Bauchflüssigkeit . . ne E ze | 424 ` — | 0724 | 000 — 
Injiz. Flüssigkeit... — 0,360 : 0,1946 ' 000 — : 0000 ' — re 

Versuch XXV. 
E o 3 ME 7 | 8 ole jp op y 8 CB ng os |ds 
Gei Ela ir slds TETE IE Hs 
da £ 212 37 | ZZ | zE ZŠ% “a | EX |f ya” gez 
sin 2 SS glè |+* zŠ 1 E IC ES 
| E ER | N a RS Fan EN _ 

1 | Blase 26,0 0,287 0,1551 0,085 0,0221 10,0146 | 0,444 0,1154 0,0740 40.43 0,0419 

AE PES O E EE EE A l 

3 | 10 | 03| — | — 098; 0003 0168! 354 | 0011) gem — = 

4 0: Wl =; =| Ge E e erte 

Injektion von 

5 10 ¡114 | 360' 1946| 123, 0140! 0210: 270 | 0308 0450 | 41,63 | 0435 

6 | 10 |136| 217| 1173| 093 | 0126| 0159 024 | 0033| 0040 18,48 | 0184 

7 | 10 R 242 1305| 039 | 0044 | 0067| 024 | '0027| 0040 13,37 | 0135 

8 | 10 | 40 — | — | 084| 0034| 0143| 120 | 0048| 0200 gesi 017 

9: 10 | 26| — . — | 158 | 0041: 0270' 180 | 0047; 0300. — — 


Bauchfliissigkeit — | 598| 3232| 418 | — | 0714] — — | — [77,84 | 08% 


Injiziert. Fl ei Ä 
e PO AA ee er) eg Er eg 
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diurese. 
3. II. 1925. 
|| Molarer | Spez. «Dissoz. | iras Osmot. |Achloride' Cachi 
HamstofÉ elekt. | Molare d venah. Molekul. ` gel asaz, Konzentr: als NaCl e Molarer 
| E Ham ¡Leitfabi Konzentr. chenden Konzentr. | der Harn» der Harns | = C e Harnstoff 
6 Pr = 10- igk. e Na Ci ES | = Ce chloride hloride achl — Proz. | im Ham 
[> OZ. sung chlori _ausgedr. Achloride A 











133,18 [0,1485 | 0817 | 0,2698 0,873 | 0,0824 | 0,1874 | 0,695 | 0,01910 


— — — — — f — — o — 


0.1910 


i cem Euphyllin. 








wo, —  — = Ss en G er a a — | 00006 
(mm — A. —ee By > 00008 
BO. u e ze ee, te — 00012 
"o, —  — zn o = — | 00013 
Div) — = | u O we 00024 
eo Hays 146,86 [0,1648 0,811 | 0,2985 0,825 | 0,2177 | 0,0808 | 0,271 | 00017 
| 1330  — e E | = — — | — | 000% 


| 
| a a ee ze er E 


10. IIT. 1925. 


| 








t 
| 
| 












































Te e Bes E o wn a E 

o. H g so | , SL a ` A 8.2 2 E St, y E gë 
Es u a.» ie i Na e E a o ei 

HE “O y 253 22 o SC „22 KE E2 y Ex - | SI Seg HER 
033 zo ¡Sms ab LES Egg es 33. ER zegel E58 | E88 
PA CI ic 
038 ¡qu! GK 2 Ede OTa l SE Ce ZS EZ 
VU IS S lZ. | "8 1 Ss ai a S3 | Miles: BA 

4 (0,0794 | 0,913 [0,0279 | 0,506 (0,0515 D 0,656 | 7'0,00192 | 0,0757 

o = SST FS 
PS | — ` 908 0321 —  — e, 7 | = want Ss | zur 
=== ¡ii | - = ==  — 
hem Euphyllin. 

873 | 0813; 901 ' 0398| 418 511 00222 00093! 00129: 00051| 1133 
ws 0351! 910| 0302| 299 | 0049! 140 | 00160. 00048| 00112! 00005!) 0822 


0122| 482 doraa! 00029) 00118 00004 | 1052 





£ 
p] 
Qu 


l | 
%8 | 0334| 913 | 0273| — | 0161! 482; — Wo — | — — 
= | — ¡ 892| 012| — | — | — — —, =- — — 
852 | 1323| 476 | 0251 163 — — — ; — 1658 


S A e a a — A — jį + 22 
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Euphyllin 
Versuch XXVII. 





























| 
































la PPC o cg log Fr ew | 
E Ä = 5 a gn y g -Fs g WIR Son | Su 30 | 
a Ta 11d ée BEH t Hii ie 
2 $% AC E Bes Zei f E cl 
E | = e, -- : 99, | N“ O z "e Zr 
zoa lè gofon Pio pli apa p 
me i E E es BE A ee ne a A Er EI 
; ' A 1 
1 Blase 113,0 0,580 [0,3135 0,240 0.2712 0,0410 | 0,456 0,5153 ‚0,0760 [105,05 0,1150 
29 30: 08. ee ia is es as 2 ee age 
3 10 | 04 —|—  — | 0012| 0532| 438 | 0018| 07301 — | — 
e poi] -|-/-|-|-1-1-|- 
Injektion von 
5 10 | 158 —  — | 297, 0045| 0508! 528; 0079 0880| — | — 
6 | 10 55 — : — | 176| 0097| 0301 258 | 0142! 0430| 45,56 | 0474 
7 | 10 | 119| 269| 1454| 133| 0136| 0228 132| 0151! 0220! 31,59| 03% 
8 | 10 | 60 175 , 0105| 0299| 078 | 0047! 0130| 41,25| 0428 
| 522 | 2822 | 
9: 10 | 30, | 293 . 0088| 0501| 198 | 0059; 0330! 58,50 | 0618 
10 10 37 — ' — | 272 0101| 0465| 372| 0138 0621| 51,94 | 0545 
"ëmt | — | 587 3173! 430 — | 0735 — | — ` — | 80,52. 0866 
RES u 520 2811. 000. — ¡0000 — | —  — | Ga 
Versuch XXVIII. 
H EE E ee SE e 
e Ja ä > 67 £ e (Es | $ |: gë, les Zë 
T2 E e I sl E Zea Pr: SE Se SZR ide Zë 
Lol e A <D Zy Og vun he ns Eu BES | pros 
ša Zi, § T i yT | ŽTĒ das aj ES STe | 380 1307 
M E) br i — bei EZ N sea ! T Sm | = Se 
Ga e A | | nn 
1 Blase | 43,0 [1,490 0,8054 0,500 0,2150 0,0855| 1,824 0,7843 0,3040! 143,43 0,1613 
2 10 0,2| — -— == — -— Se | oe == La Sg 
3 10 ¡03| — | — | 484 0015; 0827| 830; 0055| 3050 —  — 
Injektion von 
4 10 oi 696 3762 367| 0246| 0628: 798| 0535| 1330| 88,43 0954 
5 10 ‚11,0. 352 1903, 285| 0314 0481 | 216 | 0238| 0360; 55,01. 0580 
6 10 | 90: 325| 1751| 242| 0218| 0414| 186 | 0167| 0310 41,61, 0431 
7 10 | 7,0: 375! 2027| 190 0133| 0325' 192| 0134| 0320. 37,33| 0385 
8 | 10 | 59; 499| 2697| 207 0122| 0353, 282| 0166) 0470| 37,33: 0385 
9 10 | 27) Si — | 170, 0046, 0291: 354 | 0096| 0590| 37,99' 0392 
Wi ; | | Ä 
Flüssigkeit. | — | 604! 3265| 324| — 0554 — | — | — | 56,93; 0601! 
Se | | 
WË. | — | 593) 3205| 00| —  — | | 1 000 
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Mur ese. 
t16. III. 1925. 

e Y E sz? ME R Së Ba Se are 
S WW. wl 1 v 

EN Bo SE o e Big o E SE ob 28 e E 

GË = $ v © Q 222 E 

HET ME MECA E Gen | Žep | Zeg | E35 | Seg 
Pie Ae „© sE | 3 Mac al] sq, | Za Ega | nso Zad 
2138 SS Sé |35 Auch OE BIT | aL T yo EXT 
Y sel ¡> EX <l (212 3 12| 035 28 1832 SS Ze 


| 
| 








4 
| 








BI 0,2106 | 0,865 |0,0765 0,1341 | 0,672 , 0,637 0,08543|0,02 2379.0,01164 0,1029 |0,00859 
_ — — — pea | — | — — Z — O i — 
2 EI ESES EEE ETE E pm 
ED BZ u Be O RN Ers 
«m Euphyllin 

BE re ee Ei GN o a a An pres 
$9 0886 ee 359. — '— ' — | — | 00024 
$85 0611; 899 | 0432 | 0179 293 | 00173) 00073 00100 0843| 00026 
D 0802 , 881 | 0563| 0239 298 | | (00008 
(0918) 32 '/00254| 00083 00171| 1904 ' 

H 1148: 855 ec 0218 190 | | 100010 
WB 1015: 860 0864| 0151| — | 1499' — , — . — | — 00023 








| l5% 851 | 1361| 0233 A 1486) = | == |='-— 

















IM. 1925 
d k De Wë v CH: 2 
5 E e H "o o 8 SE v 8 SL . É 3 
dl E o O © o. qué weg . a ve a SÉ "e? zo H BR Ze BI 
I xe do 1% EEES Soe ¿eg Zee 123 | Seg] ZE 
la a.“ =E | SC „us ne BR goa A gaw 223a ZI 
0 ez. | Sr g H uc 1 A. Y y. Eon SLu= RS EVI ) pg 
a |l 1620 w ali Os | g5 Se BSZ fe | 0% 
3 | = E e E z i = = ; E | a 
o) | os | < <5 o Z 














102921, 0,844 (0,1577 oisi 0,363 0,460 0,0346: 163,0, 01256 0,02207 0,5133 0,01307.0,00678 





| | 
= — | — | — | — ' 0009 = 











m Euphyllin. 


$ 1752 855| 1165| 0581| 466, 335| 00252) 00117| 00135| 2010| 00089! 00078 
| 1067| 858| 0905| 0162| 561, 152| 00209 00117| 00092| 0836| 00040| 00100 
el 874| 0776 0031| 460! 038| 00178! 00073| 00105) 0950| 00028, 00070 








0723: ed 0613| 0110| 351! 152| 00142, 00051| 00091! 1304; 00022 00043 


ro 881| 0864| 0059| 268 083| 00159) 00043 00116) 1974 pa 00039 

| 0736, 888| 0550| 0186 me 253| — | 00019 — | — | 00016! 00015 
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Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 
Von 


Leon Asher. 


Nr. 81. 
Die Beziehungen 
zwischen Schilddrüse, Thymus, Milz und Knochenmark. 
Von 
Hideo Nakao. 


¡Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 


In einer Reihe von voraufgehenden Arbeiten waren die Beziehungen, 
welche zwischen dem Knochenmark einerseits, der Schilddrüse und der 
Milz andererseits bestehen, Gegenstand der Untersuchung. Je tiefer 
man in die Materie eindringt, um so mehr zeigt es sich, daß die Verhält- 
nisse nicht ganz so einfach liegen, wie man anfänglich geglaubt hat. Das 
liegt zum Teil daran, daß es sich bei derartigen Untersuchungen darum 
handelt, in ein verwickeltes System von Zusammenhängen einzugreifen. 
Bei dieser Sachlage ist es nach wie vor angebracht, neues experimentelles 
Material zur Aufklärung der gesamten Beziehungen herbeizuschaffen. 
Erwägungen, wie sie soeben angedeutet wurden, legten es auch nahe, 
noch ein anderes Organ mit in die Untersuchung einzubeziehen, nämlich 
die Thymusdrüse. Um so mehr, als gerade von der Thymusdrüse, wenn 
auch umstritten, nahe Beziehungen zum Knochenwachstum gelehrt 
werden. Aus diesem Grunde folgte ich der Anregung von Prof. Asher, 
Beziehungen zwischen Knochenmark einerseits und Schilddrüse, 
Thymus und Milz andererseits einer experimentellen Untersuchung 
nach einer anderen Methode, als sie bisher im physiologischen Institut zu 
ähnlichen Zwecken verwendet wurde, zu untersuchen. 

Der Versuchsplan, den ich befolgte, war der, das Knochenmark 
durch ein geeignetes Reizmittel zur erhöhten Tätigkeit anzuregen, 
und dann zu untersuchen, wie sich die Knochenmarkstätigkeit unter 
dieser Anregung verhalten würde, wenn den Tieren Schilddrüse und 
Thymus und Milz in verschiedener Kombination entfernt würde. Als 
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Reizmittel des Knochenmarks benutzte ich Nucleinsáure, und zwar 
nucleinsaures Natrium, einen Stoff, welcher zur Erzeugung von Hyper- 
leucocytose schon frúher angewendet worden ist. Die Hyperleucocytose 
war die Reaktion, deren ich mich zur Beurteilung der Reaktionsfähigkeit 
des Knochenmarks bediente. 

Zu den Versuchen mußte ich junge, nicht ausgewachsene Tiere 
wählen, da nur bei diesen Gewähr besteht, daß die Thymus noch 
funktionstüchtig ist und ihr Ausfall sich bemerkbar machen kann. 
Ich benutzte ungefähr viermonatige Kaninchen. Auch bei diesen 
jungen Tieren gelang es mir leicht, Schilddrüse und Thymus zu ent- 
fernen. 

Die Operation wurde unter peinlichster Asepsis ausgeführt. Eine 
halbe Stunde vor der Operation wurde 1 bis 2ccm einer 1 proz. Morphium- 
hydrochloridlösung injiziert. 

Zur gleichzeitigen Entfernung von Schilddrüse und Thymus 
wurdeein medianer Halsschnitt vom Kehlkopf bis zum Sternum gemacht. 
Nach der Durchtrennung der Fascie wurde die Trachea freigelegt 
und zuerst die Schilddrüse entfernt. Der Isthmus der Schilddrüse, 
welcher als schwach gelbrötlicher, sehr dünner Streifen auf der Trachea 
direkt unterhalb des Schilddrüsenknorpels sichtbar war, wurde mit 
einer kleinen Bogenpinzette von der Unterlage abgelöst und an einer 
Doppelligatur durchtrennt. Dann wurden die beiden Schilddrüsenlappen 
unter sorgfältiger Schonung des Nervus recurrens und des äußeren 
Epithelkörperchens von der bindegewebigen Verbindung mit der Um- 
gebung abgelöst und exstirpiert, wobei die zugehörigen Gefäße mit feiner 
Arterienklemme abgedreht und durchgeschnitten oder zerrissen wurden. 
Blutungen traten bei diesem Abklemmen gar nicht auf, oder wenigstens 
nur solche, die durch leichte Kompression mit einem Tupfer gestillt 
werden konnten. 

Bei der Thymektomie nach der Thyreoidektomie wurden die 
Halsfascie und die Halsmuskulatur bis zum Sternum gut abpräpariert, 
mittels stumpfen Hakens wurde das Brustbein möglichst nach vorn, die 
Halsmuskulatur leicht seitwärts gezogen. Direkt unterhalb der Gefäß- 
bifurkation war der obere Pol des Thymus als gräuliches fettähnliches 
Gewebe sichtbar, umgeben von einer dünnen Bindegewebskapsel. 
Die Kapsel wurde vorsichtig stumpf aufgemacht; die Thymus wurde 
mit einer breiten Pinzette sanft gefaßt und ganz langsam herausgezogen, 
an dem oberen Pol ist diese Drüse ab und zu ziemlich fest auf der 
Gefäßbifurkation verwachsen. Diese letztere Verbindung wurde vor- 
sichtig nur stumpf abgelöst, oder unter Umständen mit einer Ligatur 
durchgeschnitten; bei dieser Operation trat keine Blutung auf, oder 
eine geringe Blutung wurde durch Aufdrücken eines Tupfers sofort 
gestillt. 
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Durch die oben erwähnte Methode konnte ich die beiden Drüsen 
vollständig und sogar ohne Nebenverletzung wegnehmen. 

Splenektomie: Kurzer Medianschnitt, vom Processus xiphoideus 
an nach abwärts; Eröffnung der Bauchhöhle. Die Milz wurde immer 
sehr leicht an der großen Kurvatur des Magens gefunden und unter 
einigen Doppelligaturen der Gefäße sorgfältig exstirpiert. 

Ich habe im ganzen neun Tiere operiert. Von diesen neun Tieren 
sind im Laufe des Versuches fünf gestorben, von diesen letzteren waren 
drei thyreothymektomiert, eines nur einfach splenektomiert und eines 
der Schilddrüse, der Thymus und auch der Milz beraubt. Mit Ausnahme 
des letztgenannten rührt der Tod von der Giftigkeit der Nucleinsäure her. 

Zur Injektion benutzte ich 0,5 ccm 2proz. wässeriger Lösung von 
nucleinsaurem Natrium. Die Lösung ist klar, dünn gelblich, aber ziemlich 
leicht zersetzlich. Aus diesem Grunde habe ich täglich eine frische 
Lösung aus einem Merckschen Präparat von nucleinsaurem Natrium 
hergestellt. Zur Sterilisation kochte ich die Lösung 5 Minuten lang. 
Die Injektion machte ich intramuskulär in die Glutealgegend. Die von 
mir angewandte Dosis erzeugte innerhalb 1 Stunde am normalen Tiere 
eine über 14proz. Vermehrung der weißen Blutkörperchen. 

Die Tiere magern infolge der Giftigkeit der Lösung im Laufe der 
Zeit ab. Ich habe, um die Tiere zu schonen, nur jeden zweiten Tag 
injiziert. 

Um die Schwankung der Zahlen infolge der Nahrungsaufnahme zu 
vermeiden, untersuchte ich das Tier immer nur im nüchternen Zustande. 

Die Blutentnahme erfolgte in den Ohrvenen; nachdem das Tier 
sorgfältig mit Alkoho! gereinigt war, stach ich mit einem kleinen scharfen 
Messer ganz wenig in die Venen, sogleich trat das Blut in mäßiger Menge 
hervor. Mit dieser einfachen Methode konnte ich das Blut während 
2 bis 3 Monaten hintereinander, ohne irgendwelche Störung, entnehmen. 

Zur Zählung von Blutkörperchen diente der Hayem-Sahlische 
Apparat. Als Verdünnungsflüssigkeit brauchte ich die frische Türksche 
Lösung von Dr. G. Gribler & Cie., Leipzig. 

Das histologische Blutbild untersuchte ich an Ausstrichpräparaten 
auf Objektträgern. Die Färburg erfolgte wie nachstehend: Auf die 
frischen lufttrockenen Präparate wurde die konzentrierte Jennersche 
Lösung von Dr. G. Grübler & Cie. in mäßiger Menge gegossen; nach 
3 bis 5Minuten wurden die Präparate in Leitungswasser kurz ab- 
gespült und in der Luft getrocknet; dann wurden sie mit der Azur- 
Eosinlösung nach Romanowsky und Giemsa von Dr. Grübler (1:7 
verdünnt) 10 bis 15 Minuten gefärbt, nachher wurden sie zuerst in 
Leitungswasser kurz gewaschen und dann mit destilliertem Wasser 

. gut abgespült und wieder in der Luft getrocknet. Vermittelst eines 
| Immersionssystems wurden 300 oder 500 weiße Blutzellen durchgezühlt. 
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In Tabelle I bringe ich meine Ergebnisse am normalen Tier. 


Tabelle I. Nr.1. Ein dreimonatiges weibliches Kaninchen. 
1. Beim normalen Zustand. 








Zahl der weiBen 
Datum | Blutkörperchen 
1924 ohne Injektion 
17. VI. | 7,875 
18. VI. 7,350 
Durchschnitt: | 7,713 








erenz 


Datum zur Zeit der 1 Std. nach der | Zahlen Dif 
Injektion Injektion op `" i a Ge 








20. 90. VL 6,825 | 8,219 +13 | + 20 
22. VI. 7,087 9,975  '. + 1,888 + 97 
24. VI. | 6,825 8,925 " + 2,100 + 31 
Durchschnitt: | 6,912 9,036 j + 1,790 | + 26 


2. Schilddriise und Thymus entfernt (am 25, Juni). 


| Zabl der weiBen 











Dat Blutkö h 
E | E Infektion 
28. vi. j 7,875 


Bei der Injektion derselben Lösung (1 cem). 


EE 
i | abl der weißen Blutkörperchen |, | 
zar | Sea Differenz der Prozentsats der 


zur Zeit der 1 Std. nach der | Differenz 
ER _Injektion am | 8 Injektion SR i WÉI S | 























30. VI. "o 7,875 +263 | +3 

2. VIL. 8,400 8,400 0 0 
T.VIL , 8137 8,137 | 0 0 
Durchschnitt: || 8/075 | 8206 | sg +1 





Man erkennt, daß die Steigerung der Leucocytenzahl infolge der 
Injektion von Nucleinsäure zwischen 20 und 31 Proz. beträgt. 

Bei dem Tier, dessen Reaktion in Tabelle I gezeigt worden ist, 
wurde Schilddrüse und Thymus entfernt. Sodann schritt ich zw 
Prüfung der Reaktion auf Nucleinsäure. Die Ergebnisse finden sich in 
Tabelle II. 


Tabelle II. Nr.4. Ein viermonatiges weibliches Kaninchen. 
‚ Beim normalen Zustand. 


| Zahl € dei weißen 
Datum Blutkörperchen 
obne Injektion 


16. X. IR 8,662 
18. X. | 8,137 
20.X. 8,662 
21.X. 8,400 


Durchschnitt: 8,490 
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Bei der Injektion der 2proz. Nucleinsäurelösung (1 ccm). 














Zabl der weißen Blutkörperchen 
Datum | FT: der TS nad: Differenz der Prozentsatz der 
` Injektio A i l an o A 

23.X. | 8,99 12,600 +365 | +4 

25.X. | 8,137 11,287 | + 3,150 | + 39 

27. X. 8,137 12,025 + 3,888 + 48 

29. X. 7,875 | 11,025 + 3,150 + 40 

31. X. 8,925 11,812 + 2,887 + 32 
Durchschnitt: | 8,400 | 11,750 | + 3,350 | +- 40 


2. Schilddrüse und Thymus entfernt (am 7. November). 


Zah! der weißen 

















Datum | Blutkörperchen 
È ohne Injektion 
18. X. | 8,400 
21. X. 8,662 
24. X. | 8,400 
Durchschnitt: 8,487 


Bei der Injektion derselben Lösung (1 cem). 





H ö 
Zahl der weißen Blutkörperchen Differenz der | Prozentsatz der 


Datum ii zur Zeit der 1 Std. nach der | Zahi Diff 
8 ~ „~  Injektion Injektion ` Bees 
































en erenz 
28. XI. | 7,612 | 7,350 :  — 262 =$ 
1. XII. © 7,350 7,612 | 262 dd 
3. XII. | 7,875 8,400 | +525 +7 
5. XII. | 8,137 8,662 77 +6 
Durchschnitt: | 7,744 8,006 — +210 +4 


Es zeigt sich in sehr klarer Weise, daß praktisch gesprochen eine 
Reaktion auf Nucleinsäure vollständig fehlt. Vorausgesetzt, daß die 
Annahme richtig ist, daß die Hyperleucocytose in den voraufgehenden 
Versuchsreihen auf einer Reaktion des Knochenmarks beruhte, so 
würde sich aus der vorstehenden Versuchsreihe ergeben, daß die Funk- 
tionstüchtigkeit des Knochenmarks durch den Verlust der Schilddrüse 
und der Thymus ganz erheblich sich vermindert hätte. Natürlich 
muß erwogen werden, ob nicht die Ausschüttung der Leucocyten nach 
Injektion von nucleinsaurem Natrium einer anderen Quelle entstamme, 
als dem Knochenmark. Zu denken wäre in erster Linie an die Milz. 
Die Milz aber kann ausgeschlossen werden, wie ich in den nachfolgenden 
Versuchen zeigen werde. Andere Organe, die in Betracht gezogen 
werden könnten, sind die Lymphdr:üsen und die Leber. Aber ich glaube, 
daß diese Organe gleichfalls ausgeschlossen werden können, denn ich 
habe das Blutbild untersucht und dabei gefunden, daß diejenigen 
Leucocyten, welche vermehrt sind, die nach der herrschenden Lehre 
aus dem Knochenmark stammenden sind. Sodann werde ich in der 


166 H. Nakao: 


nachfolgenden Arbeit Abbildungen bringen, welche beweisen, daß es 
das Knochenmark ist, welches durch die Injektion von Nucleinsäure 
in Mitleidenschaft gezogen wird. Für die Leber finde ich keinen Anhalts- 
punkt, der veranlassen könnte, die Hyperleucocytose auf dieses Organ 
zurückzuführen. 

In der nächsten Versuchsreihe bringe ich Ergebnisse, in welcher 
bei zwei Kaninchen vor und nach der Exstirpation der Milz die Wirkung 
der Injektion von Nucleinsäure untersucht wurde. 


Tabelle III. Nr.3. Ein viermonatiges weibliches Kaninchen. 


1. Beim normalen Karinchen. 








| Zahl der weißen 








Datum Blutkörperchen 
ohne Injektion 
2.X. | 7,875 
CS : 7,350. 
6. X. | 7,087 
1. X. 6,825 
Durchschnitt: 7,284 





Bei der Injektion der 2proz. Nucleinsäurelösung (1 cem). 





















































| Zahl der weißen Blutkörperchen ; d 
Datum | zur Zeit der 1 Std. nach der ` ce ee = 
= | _ Injektion E Injektion i ent 
9. X. 6,825 | 8,662 + 1,837 + 27 
11. X. 7,087 | 8,400 + 1,313 + 19 
14. X. 8,137 | 10,237 + 2,100 | + 26 
16. X. 7,375 9,450 | + 2,100 + 29 
18. X. | 6,825 9,187 + 2,362 — 35 
Durchschnitt: | 7,245 9,185 | + 1,942 | + 27 
2, Milz entfernt (am 28. Oktober). 
BE | Zabl der weißen 
Datum Blutkörperchen 
| ohne Injektion 
B.XL | 8,137 
6. XI. 4 8,400 
7. XI. Ä 7,350 
Durchschnitt: | 7,962 
Bei der Injektion derselben Lösung (1 cem). 
gen ze der teles Blutkomerchn |, nacidas | Prosaiiizide 
: zur Zeit der Std. nach der || Zahlen Differenz 
—___ Imjektion a __ Injektion d BE E 
10. XI. 7,612 | 9,975 + 2,363 + 31 
12. XI. 7,875 | 9,450 3 + 1,575 + 20 
2. XIL. ` 7,350 9,450 | + 2,100 + 29 
4. XII. 6,562 8,925 | + 2,363 | - 36 
8. XIT. | 7,087 9,450 + 2,363 + 33 
Durchschnitt: 7,297 9,450 ' + 9,152 + 30 


Beziehungen zwischen Schilddrüse, Thymus, Milz usw. 167 
Tabelle IV. | 
Nr.5. Ein viermonatiges männliches Kaninchen. 


1. Beim normalen Zustand. 








| Zahl der weißen 








Datum | Blutkörperchen 
i obne Injektion 
18. XI. 8,925 
20. XI. 8,127 
22. XI. | 8,400 
Durchschnitt: | 8,484 


Bei der Injektion der 2proz. Nucleinsáurelósung (1,2 cem). 




















a | Zah! der weißen Blutkörperchen ! Differenz der Paisa der 
| zur Zeit der 1 Std. nach der Ä Zablen | Differenz 
D  Iojektion |  Imjektion__ © \ u i 
2. XII. | 785 | 9450 | +1575 ` +20 
4. XII. 7,612 8,925 + 1,313 ` + 17 
6. XII. | 7,875 | 9,187 | + 1,312 ` + 17 
Durchschnitt : 7,787 | 9,187 | + 1,400 ` + 18 


2. Milz entfernt (am 15. Dezember). 








| Zahl der weißen 
Datum | Blutkörperchen 


7.I. | 8,925 


Bei der Injektion derselben Lösung (1,2 cem). 





l i a | CERN 
Datum Zahl E weißen Blutkörperchen | Differenz der | Prozentsatz der 
zur Zeit der | 1 Std. nach dr | Zahlen Differenz 
1985 __ _|_ _Imjektion |, Injektion | S 2 


+ 14 














8. I. | 9,187 | 10,500 — +1313 | 

10. I. ~ 8,925 10,500 |  +1,575 | + 18 

13. I. 8,400 | 9975 y; + 1,575 | + 19 

16. T. "8,137 9,450 + 1,313 | + 16 

19. 1. | 8,925 11,025 :  +2,100 ` + 24 
Durchschnitt: 8,715 10,290 : + 1,575 + 18 


Es zeigt sich, daß die Reaktion auf Nucleinsäure durch Fehlen 
der Milz nicht beeinflußt wird. Mit Hilfe dieser Methode kann demnach 
nicht erkannt werden, daß die Entfernung der Milz etwa einen steigernden 
Einfluß auf die Reaktionsfähigkeit des Knochermarks habe. Das 
einzige, was behauptet werden darf, ist, daB keine erkennbare Ver- 
ánderung eingetreten eei. 

In der nachfolgenden Versuchsreihe habe ich an zwei Tieren zuerst 
die Reaktion des normalen Tieres auf Nucleinsäureinjektion geprüft. 
Sodann schritt ich zur Entfernung der Milz und der Thymusdrüse, 
um wiederum die Reaktion auf Nucleinsäureinjektion festzustellen. 
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Darauf wurde die Milz exstirpiert. Jetzt war das Tier im Zustande der 
Schilddrüselosigkeit, der Thymuslosigkeit und der Milzlosigkeit.. In 
diesem Zustande, der etwas ganz Sinniges darstellt, wurde wiederum 
die Reaktion auf Injektion von Nucleinsáure untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Versuche bringe ich in Tabelle V und VI. 


Tabelle V. 
Nr. 2. Ein viermonatiges männliches Kaninchen. 


1. Beim formalen Zustand. 





Zahl dir weißen 
Datum Blutkörperchen 





1924 ` obne Injektion 
2. X. | 8,662 
3.X. 8,925 
4.X. 8,137 
6.X. 9,187 
Durchschnitt: | 8,728 


Bei der Injektion der 2proz. Nucleinsáurelósung (1 cem). 





Zahl der weißen Blutkörperchen | 

















Datum | zur Zeit der 1 Std. nach der re aer Kik "Së 
| Injektion Injektion 

8. X. =- + 2,625 + 29 

10. X. b + 1,313 + 15 

13. X. + 1,313 + 16 

15. X. + 1,575 + 19 

e | + 1,575 + 20 
Durchschnitt: | + 1,660 + 20 





2. Schilddrüse und Thymus entfernt (l ccm) (am 21. Oktober). 


Zahl der weißen 





Dat Blutkörperchen 
= | able Injektion 
30. X. 9,187 
31. X. | 8,400 
3. XI. 8,925 
Durchschnitt: | 8,837 


Bei der Injektion derselben Lösung (1 ccm). 











Kaz Zah! der weißen Blutkörperchen 
































Datum zur Zeit der 1Std. nach der se Differenz 
Injektion Injektion | 
5. XI. EI 9,148 8.400 | — 748 | SE 
7. XI| 8662 8.137 `  —425 er 
10. XI. 7.875 7,875 | 0 | 0 
12, XI. 7,875 8,137 © +262 —3 
14. XI. | 8,925 9,187 | +262 | +3 
Durchschnitt: | 8,497 8343 | —130 | —3 
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3. Milz entfernt (am 18. November). 


` Zahl der weißen Blutkörperchen 








25. XI. 8,662 
26. XI. | 8,400 
28. XI. 7,350 
Durchschnitt: || 8,137 


Bei der Injektion der 2proz. Nucleinsäurelösung (l cem). 





















ZEN | Zahl ee weißen Blutkörperchen ` Differenz der EES 
|| zur Zeit der 1 Std. nach der | Zahlen Differenz 
Injektion Injektion 
1. XII. | 7,350 9,187 +1837 | 2 
3. XIT. 7,087 8,925 + 1,838 | + 26 
En. | 7,878 0187 | +1312 | + 16 
8. XII. | 7,612 10,500 + 2,888 | — 38 
10. XIT. 7,875 9.187 + 1,312 — 16 
Durchschnitt: 7,560 9,397 + 1,837 — 24 


Tabelle VI. Nr.6. Ein viermonatiges männliches Kaninchen. 
1. Beim normalen Zustand. 








| Zahl der weißen Blutkörperchen 





Datum ohne Injektion RW 
18. XT. 7,612 
20. XI. 7,875 
22. XI. 7,612 
Durchschnitt : 7,700 


Bei der Injektion der 2proz. Nucleinsáurelósung (1,2 ccm). 














| 
` | 
Datum zur Zeit der ' 1 Std. nach der í SC | detesta 
Injektion Injektion 7 | 
2. XI. 730 | 9,975 + 2,625 | +36 
XD. 7,612 9,450 + 1,838 — 24 
6. XII. | 6825 | 8,925 + 2,100 — 31 
Durchschnitt: 7,262 ` 9450 + 2,188 — 30 


2. Schilddrüse und Thymus entfernt (am 10. Dezember). 


Datum | Zahl der weißen Blutkörperchen 


ohne Injektion 


16. XII. 7,875 
Bei der Injektion derselben Lösung. 








Zahl der weißen Blutkörperchen | Differenz der Port de 
Datum zur Zeit der 1 Std. nach der Zahlen Differenz 
Injektion |  Tnjektion ` č OO 
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3. Milz entfernt (am 6. Januar 1925). 


Zahl der weißen 
Datum | Blutkörperchen 
1925 ohne Injektion 





14. I. 1 7,875 


Bei der Injektion dersolben Lösung (1,2 ccm). 




















u i j e ES Pr ei u 
\ Zahl der weißen Blutkörperchen | Differenz der Das 
Datum "se Zeit der | 1 Std: nach der > Zahlen EN, 

z c mekon — 1. ekon .. Ge 
EE EE Le = 
15. I. 8,400 10,500 | + 2,100 + 25 
17.1. 7875 10/2327 \ +2362 + 30 
19.1. © T62 9975 | +232 +31 
21.1. 8137 11,025 1 2888 +35 

Durchschnitt: | 8,006 `. 10,434 + 24288 | +30 


Im normalen Zustande wurde beim ersten Tier eine durchschnitt- 
liche Vermehrung der Zahl der weißen Blutkörperchen von 20 Proz. 
herbeigeführt. Nach Entfernung von Schilddrüse und Thymus trat 
gar keine Reaktion ein, denn die prozentische Veränderung der Zahl 
der Leucocyten betrug im Durchschnitt — 3. Als aber bei diesen 
Tieren die Milz entfernt worden war, stieg auf die Injektion von Nuclein- 
säure im Durchschnitt die Erhöhung der Zahl der weißen Blutkörperchen 
auf 24 Proz. Genau die gleichen Tatsachen kehren bei dem zweiten 
Versuchstier wieder. Im Durchschnitt beträgt die prozentische Ver- 
mehrung auf Nucleinsáureinjektion beim normalen Tiere 30, sinkt 
nach Entfernung von Schilddrüse und Thymus praktisch auf Null, um 
nach Exstirpation der Milz wiederum auf 30 Proz. zu steigen. 


Dieses Resultat ist ein außerordentlich bemerkenswertes und in 
mehrfacher Hinsicht von Interesse. Zunächst einmal zeigt sich, daß 
die Milz nicht als ein Organ in Betracht kommt, welches Anteil hat 
an der Hyperleucocytose nach Nucleinsáureinjektion. Denn gerade 
wenn die Milz fehlt, ist die Reaktion außerordentlich kräftig zu beob- 
achten. Von noch größerem Interesse ist aber die Tatsache der Wieder- 
kehr der Reaktion auf Nucleinsäure beim schilddrüse- und thymus- 
losen Tier nach Entfernung der Milz. Alle Versuche, die ich gemacht, 
zeigen, daß sich die Reaktionsfähigkeit des Körpers nach Entfernung 
der Schilddrüse und der Thymus gegenüber Nucleinsäure ganz außer- 
ordentlich vermindert, ja sogar auf Null sinken kann. Aber diese Ver- 
minderung beruht nicht darauf, daß der Körper überhaupt die Fäbigkeit 
verloren habe, auf den Nucleinsäurereiz zu reagieren. Wenn das der 
Fall wäre, könnte diese Reaktionsfähigkeit nicht wiederkehren. Nach 
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der ganzen Anlage meiner Versuche läßt sich diese Wiederkehr kaum 
anders deuten, als durch die Annahme, daß der Wegfall der Milz das 
Knochenmark in einen Zustand erhöhter Reaktionsfähigkeit versetzt. 
Dabei ist bemerkenswert, daß diese erhöhte Reaktionsfähigkeit am 
normalen Tiere nicht zum Ausdruck gelangt, wohi aber am Tier ohne 
Schilddrüse und ohne Thymus. Der von Asher gelehrte Antagonismus 
zwischen Schilddrüse und Thymus einerseits und Milz andererseits 
tritt in meinen Versuchen in klarster Weise zum Vorschein. Es ist in 
mehreren Arbeiten des Berner physiologischen Instituts darauf hin- 
gewiesen worden, daß dieser Antagonismus durchaus nicht immer 
erkannt werden kann, ja, daß er sogar durch andere Erscheinungen 
ins Hintertreffen gedrängt wird. Die Gründe hierfür sind in den be- 
treffenden Arbeiten des Berner physiologischen Instituts angegeben 
worden. Es gehört zum Erkennen des feinen Zusammenspiels der Drüsen 
mit innerer Sekretion die Wahl der richtigen Reaktion und der richtigen 
Versuchsbedingungen. Es kann aber noch etwas weiteres aus meinen 
Versuchsergebnissen gefolgert werden, daß nämlich, wenn die Milz vor- 
handen ist, die Milz einen hemmenden Einfluß auf das Knochenmark 
ausübt. Diese Annahme erklärt am einfachsten, daß, wenn die Schild- 
drüse und die Thymus entfernt worden ist, die Milz aber im Organismus 
verbleibt, die Reaktion auf Nucleinsäurereaktion verschwindet. Dann 
tritt rein die relativ hemmende Funktion der Milz auf das Knochenmark 
zum Vorschein. Sobald sie wegfällt, wird sogar die Minderung der 
Leistungsfähigkeit des Knochenmarks dusch Fehlen von Schilddrüse 
und Thymus überwunden, ja vielleicht gehört sogar dieses Fehlen zu 
den Bedingungen, um die Überwertigkeit des Knochenmarks bei Fehlen 
der Milz gehörig zur Ausbildung gelangen zu lassen, 


Ich habe außerdem noch bei normalen Tieren, bei Tieren ohne Milz, 
bei Tieren ohne Schilddrüse und Thymus und bei Tieren, denen sowohl 
Schilddrüse und Thymus wie Milz entfernt worden war, das relative 
Blutbild untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich 
in Tabelle VII und VIII. 


Tabelle VII. 
Blutbild von Nr. 5. 


1. Beim normalen Zustand. 























Be Zeit des Versuchs | Lymph. | Polyn.L. | Eosin = Baso. E Sei 
——— == SAR | = 

18, XI xr | Ohne Injektion E a - 62,50 | 32,75 | 2,25 

20. X 222.) 61,66 | 31,66 1,66 

22, XT | c... 56,66 | 36,33 | 
d Durchschnitt . 2... 60,67 | 33,58 | 0,50 SCH E: 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 


- ee E RS en E 
Des e UN Zeit des Versuchs | Lymph. | Polyn. L. Eosin ` 
l E A e 











Bei der Injektion. 


























2. XII. | Zur Zeit der a | 67,33 | 29,33 | 0 
1 Std. nach | 55, 33 | 37,00 | 0,33 
4. XII. | Zur Zeit der > | 6166 | 3266 | 0 
1 Std. nach 31 00 4200 | 0 
6. XII. | Zur Zeit der i | 5300 | 3266 | 1,33 
| 1 Std. nach Al , 54,66 | 38,00 | 0 
Durchschnitt : 
' Zur Zeit der Injektion | 60,66 | 31,55 | 0,44 
¡1 Std. nach , | 53,68 | 3900 | 0,11 
105% 2. Milz entfernt (am 15. Dezember). 
7. I. | Ohne Injektion . . . . | 4400 ; 49,33 | 0,33 
Bei der Injektion. 
8. 1 | Zur Zeit der Injektion | 42,33 | 52,33 | 0,33 
| 1 Std. nach S | 31,00 | 66,00 0 
10. I. Zur Zeit der S 52,33 ' 4300 | 0,33 
l Std. nach . 36.00 | 59.00 | 0 
13. 1. Zur Zeit der K 42,66 | 53,66 | 0,33 
1 Std. nach > 31,66 ¡ 65,00 | 0,33 
16. I. Zur Zeit der k | 4266 56,33 | 0 
1 Std. nach > 27,00 | 68,66 | O 
19. I. Zur Zeit der k 48,33 | 45,00 | 0,33 
¡1 Std. nach = 42,33 6565,00 | 0 
Durchschnitt: 
Zur Zeit der Injektion | = 66 a 50,06 | 0,20 ' 
1 Std. nach me i 62,73 | 0,07 
Tabelle VIII. 
Blutbild von Nr. 6. 
ER l. Beim normalen Zustand. 
18. XI. || Ohne Injektion 62,33 | 34,00 | 0,66 
20. XI A ; 60.06 | 3366 | 0 
22. XI. > S . i 62,00 | 31,00 | 0,33 
¡ Durchschnitt e.. . | 61,66 | 32,89 | 0,33 
Bei der Injektion. 
2, XII. |Zur Zeit der Injektion , 58,66 | 30,33 | 0,66 
‚1 Std. nach a 5766 | 34,66 | 0,33 | 
4. XII. | Zur Zeit der > ı 59,66 | 29,66 | 0 
l Std. nach S . 54,66 | 37,00 | 1,33 
6. XII. | Zur Zeit der i | 5733 | 3266 | 100 
1 Std. nach g " 5866 | 36.00 | 033 
Dure en :hnitt : 


| Zur Zeit der Injektion || 58,55 | 30,88 | 0,55 


1 Std. nach S | 56,99 |, 35, 89 ¡ 066 , 


Ki 


= 


>: 
be d 
puta 


toto 
3 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 
Gries | Zeit des Versuchs | ers Lymph. | Poly Polyn. -L| Eosin Eosin 


Monos 
Baso. | Beo. [ya ECH SS 











2. Schilddrüse und Tiemi entfernt (am 10. E E 
16. XII. Ohne Injektion . . . e ' 55,66 ! 37,66 | 0,66 | 5,00 | 1,00 


| 


Bei der Injektion. 











18. XII. l Zur Zeit der Injektion || 59,66 | 36,00 | 0 3,00 1,33 
1 Std. nach 5 57,66 | 35,33 | 0 6,33 | 0,66 

20. XII. | Zur Zeit der a 53,00 | 33,33 | 0 11,33 | 2,33 
"1 Std. nach 7 5766 3000 | 0,33 | 966 | 233 

23, XII. Zur Zeit der 3 57,00 | 32,00 | 0 10,00 | 1,00 
1 Std. nach S 53,00 | 35,33 | 0 10,33 1,33 

Durchschnitt : 
Zur Zeit der a 56,55 | 33,67 ' 0 | 811 1,55 
l Std. nach 56,11 | 33,55 | 0,11 8,77 | 1,44 
1925 3. Milz entfernt (am 6, Januar 1925). 
14. 1 Ohne Injektion . . ə e , 51,00 ¡ 4466 : 0 | 3,66 | 0,66 
Bei der Injektion. 

15. I. ‚ Zur Zeit der Injektion , 45,66 | 48,66 | 0 5,33 | 0,33 
:1 Std. nach n i 34,66 | 58,33 | 0 6,00 1,00 

17. L Zur Zeit der S | 57,66 | 39,33 | 0 2,66 | 0,33 
| 1 Std. nach a | 42,66 | 54,33 | 0 2,66 | 0,33 

19.I. [Zur Zeit der Es ' 43,33 | 48,33 | 0 5,66 | 2,66 
1 Std. nach i l 4533 | 4900 | 1,00 | 400 | 036 

21. 1 | Zur Zeit der > . 51,33 | 43,00 | 0 4.33 1,33 
l Std. nach E ` 45,00 48.66 | 0 5,66 | 0,66 

Durchschnitt: 
Zur Zeit der Injektion 4950 44,83 ' 0 450 * 1,55 
l Std. nach . 41,91 52,58 | 0,33 | 4,58 | 0,88 


Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist folgendes: bci zwei normalen 
Kaninchen nimmt die Zahl der Lymphocyten um 12 bzw. 3 Proz. auf 
Nucleinsäureinjektion ab, die Zahl der polynukleären und morphogenen 
Leucocyten aber um 18 bzw. 16 Proz. zu. Beim schilddrüse- 
und thymuslosen Kaninchen ist praktisch die Veränderung im relativen 
Blutbild Null. Bei den milzlosen Kaninchen nimmt durchschnittlich 
die Zahl der Lymphocyten um 27 Proz. ab, diejenigen der polynukleären 
Leucocyten um 25 Proz. zu. In diesem Falle ist eine geringe Andeutung 
von gesteigerter Knochenmarksfunktion erkennbar. Noch deutlicher 
wird dies aber beim schilddrüse-, thymus- und milzlosen Kaninchen. 
Hier beträgt die Verminderung der Lymphocyten 15 Proz., die Ver- 
mehrung aber der polynukleären Leucocyten beträgt 17 Proz. Es ist 
also der normale Zustand vollständig wiedergekehrt. 

Zum Schlusse meiner Arbeit bringe ich noch die Übersichtstabelle I 
und II. 
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Übersichtstabelle I. 


Die Zusammenfassung der durchschnittlichen Zahlen von den oben 
stehenden sechs Kaninchen. 








Zahl der weißen Blutkörperchen ` 




































































Fall | | Differenz der | Prozentsatz der 
Nr. zur Zeit der 1 Std. nach der ` Zablen Differenz 
A me Injektion ` Injektion | = _ 
1. Bei den normalen Kaninchen: 
1 l: 6,912 | 9,035 ` + 1,790 | + 26 
2 | 8,400 | 10,080 Lo 1,660 — 20 
3 7,245 9,185 | + 1,942 | — 27 
4 ¡ 3400 11,750 | +3350 ` + 40 
5 | 7,787 9,187 | + 1,400 + 18 
6 7,262 9,450 , ` + 2,188 | + 30 
Durchschnitt: |, 7,668 | 9,782 | + 2,055 | + 27 
2. Bei den schilddrüse- und thymuslosen Kaninchen. 
1 8,075 i 8,206 | + 88 ı] 
2 8,497 | 833 | — 130 a 
4 j 7,744 8,006 + 210 + 4 
6 8,400 | 8,487 | + 87 +1 
Durchschnitt : | 8,179 | 8,261 | + 64 + 0,8 
3. Bei den milzlosen Kaninchen. 
3 7,297 9,450 |i + 2,152 | 30 
5 8,715 | 10,290 | + 1,575 ` + 18 
Durchschnitt: 8,006 i 9,870 |; + 1,864 | + 24 
4. Bei den schilddrüse-, thymus- und milzlosen Kaninchen. 
2 | 7,560 t 9,397 | + 1,837 | + 24 
6 | 8,006 ' 10,434 + 2,428 | + 30 
Durchschnitt: | 7,1782 | 9916 | + 2133 | + 27 
Ubersichtetabelle 1 1. 
Die Zusammenfassurg der Blutbilder. 
q en o .. Ñ | 
Fall Zahl d. weiß. Blutkörperchen Differenz ER Prozentsiti 
Nr. zur Zeit der | 1 Std. nach : Zablen der Zahlen 
le Injektion der Injektion EEE 
1. Bei den normalen Kaninchen. 
5 | Lymph.. . ... | 60,66 | 53,68 — 6,98 =u12 
| Polyn. L. . 31,55 39,00 | + 7,45 + 18 
6 Lymph.. . . . . | 5855 | 56,99 1,56 — 3 
Polyn. L. . . . . | 30,88 | 35,89 | + 5,01 + 16 


2. Beim schilddrüse- und thvmuslosen Kaninchen. 








6 | Lymph..... l 56,55 56,11 | — 0,44 l 
Polyn. L. e ja “+... 33,67 33,55 ¡| — 0,12 0 
3. Beim milzlosen Kaninchen. 

5 Lymph.. . . 45,66 | 33,60 — 12,06 — 21 
Polyn.L. . 50,06 62,73 + 12,67 — 25 

4. Beim a thymus- s milzlosen Kaninchen. 
3 $ Lymph.. .... 49,50 | 41,91 1 — 7,59 — 15 
| Polyn. L. . 4483 5258 + 7,75 LI 
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Zusammengefaßt sind die Ergebnisse meinec Arbeit die nach- 
folgenden : 

l. Injektion von Nucleinsäure erzeugt beim normalen Kaninchen 
eine Veränderung der Zahl der weißen Blutkörperchen und des relativen 
weißen Blutbildes, die als Knochenmarksreaktion zu deuten sind. 


2. Nach Entfernung von Schilddrüse und Thymus erzeugt die 
Injektion von nucleinsaurem Natrium keine Vermehrung der weißen 
Blutkörperchen und das relative weiße Blutbild erleidet auch keine 
Veränderung. 

3. Die Entfernung der Milz am normalen Tiere bewirkt keine 
merkliche Veränderung der Reaktion auf Injektion von nucleinsaurem 
Natrium, hingegen kehrt am schilddrüse- und thymuslosen Tiere 
nach Entfernung der Milz vollständig die normale Reaktion auf die 
Injektion wieder zurück. 

4. Aus diesen Tatsachen folgt, daß das Fehlen von Schilddrüse 
und Thymus die Funktion des Knochenmarks unterwertig macht, 
das Fehlen der Milz aber die unterwertig gewordene Funktion wieder 
zur Norm herstellt. 


5. Diese Tatsachen sprechen zugunsten der im Berner physiologi- 
schen Institut mehrfach vertretenen Lehre, daß Schilddrüse, Thymus 
und Milz, unter richtigen Bedingungen untersucht, antagonistische 
Funktion besitzen. 
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Beiträge zur Physiologie der Drüsen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 82. 


Untersuchungen über die Beziehungen der Nebennieren 
zu der Entwicklung der sekundáren Geschlechtsmerkmale. 


Von 
W. Kichikawa. 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universität Bern.1 
(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Die pathologische Erfahrung ist eine der reichsten Quellen von 
Anregung für Problemstellung in der Physiologie. Diese Auffassung 
gilt ganz besonders in der Lehre von der inneren Sekretion. Freilich 
muß andererseits bedacht werden, daß bei der Übertragung patho- 
logischer Tatbestände auf die Physiologie äußerste Vorsicht walten 
muß, weil die pathologischen Tatbestände durchaus nicht zu beruhen 
brauchen auf einer angenommenen relativ einfachen Störung einer 
einheitlichen Funktion oder eines einheitlichen Organes, sondern sehr 
wohl die Resultate sein können aus einer großen Anzahl von Faktoren, 
die man, ganz allgemein gesprochen, als konstitutionelle bezeichnen 
kann. | 

Gerade für die Physiologie der Nebenniere ist die Pathologie 
wegleitend geworden. Unter die Krankheitsbilder, die von klinischer 
Seite in Beziehung zur Nebenniere gebracht worden sind, gehört der 
sogenannte Hirsutismus. Derselbe besteht aus einer abnormen, früh 
einsetzenden Entwicklung der sekundären Geschlechtsmerkmale beim 
weiblichen Geschlecht, gelegentlich mit einer Abartung nach der Richtung 
des männlichen. Diese eigenartige Krankheit ist verknüpft mit einer 
Tumorbildung der Nebenniere. Dies gab die Veranlassung, in der 
Nebenniere die Ursache der abnormen Geschlechtsentwicklung zu 
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erblicken. Auch sonst finden sich in der Literatur Angaben über Be- 
ziehungen zwischen Nebennieren und Geschlechtscharakteren. 


Die Anregung, welche die Pathologie somit gibt, veranlaßte eine 
experimentelle Fragestellung zu schaffen, mit Hilfe welcher auf rem 
physiologischem Boden die Beziehungen zwischen Nebennieren und 
Geschlechtscharakteren geprüft werden sollen. Ich habe auf Anregung 
von Prof. Asher mich mit einer experimentellen Fragestellung dieser Art 
mit nachfolgenden Plane befaßt. Der Plan ging von folgendem Ge- 
dankengang aus: Es gelingt nach Steinach, Ratten zu maskulinisieren 
und zu feminisieren. Dies will bedeuten, daß bei männlichen Tieren 
nach Entfernung der Hoden die Implantation von Ovarien zur Ent- 
wicklung weiblicher sekundärer Geschlechtsmerkmale führt, während 
die Entfernung der Ovarien mit nachfolgender Implantation von Hoden 
zur Entwicklung von männlichen sekundären Geschlechtsmerkmalen 
führt. Diese experimentell erzeugte Geschlechtsentwicklung kann 
benutzt werden, um in Beziehung zu den Nebennicren gesetzt. zu werden. 
Es sollte demzufolge untersucht werden, wie sich Maskulinisierung 
und Feminisierung gestaltet bei Tieren, die im Besitz von Nebennieren 
sind, und hei Tieren, denen die Nebennieren fehlen. Würde unter 
möglichst einfach gehaltenen physiologischen Bedingungen die Neben- 
niere einen unmittelbaren Einfluß auf die Entwicklung der sekundären 
Geschlechtsmerkmale haben, so könnte man hoffen, daß dieser Einfluß 
in den Maskulinisierungs- und Feminisierungsversuchen zum Ausdruck 
gelangen würde. Ermöglicht wird eine derartige Untersuchung durch 
den glücklichen Umstand, daß Ratten auf lange Zeit im normalen 
Zustande ohne Nebennieren erhalten werden können. 


Zu meinen Untersuchungen dienten ausschließlich weiße, noch 
vor der Pubertät befindliche, junge Ratten, von etwa 70 bis 100 g 
Gewicht. 

Ich beschreibe zunächst die Operation, welche ich ausgeführt habe. 
(anz allgemein werden die Tiere im nüchternen Zustande operiert. 
Zur Narkose dienten 2ccm einer 1 proz.Morphiumlósung. Das Operations- 
feld wird kurz geschoren und mit 5proz. Jodtinktur bepinselt. Die 
Abgrenzung des Operationsgebietes geschieht durch sterile Tücher. 

Die Ovariotomie wird unter Beobachtung der peinlichsten Asepsis 
ausgeführt. Es wird ein Medianschnitt in der Linea alba etwa A en 
lang durch Haut, Fascie, Muskulatur und Peritoneum geführt, hierauf 
werden die Darmschlingen leicht auf die Medianseite gezogen, bis das 
Ovarium sichtbar wird. Nachdem der Eileiter und das Eierstockbanıl 
vorsichtig abgebunden worden sind, wird das Ovarium abgetragen. 

Bei der Orcheotomie bei den auf den Rücken gebundenen Ratten 
st zunächst erforderlich, die Hoden durch Druck auf den Bauch aus 
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der Bauchhöhle austreten zu lassen. Wölben sie sich alsdann in der 
Skrotaltasche sichtbar vor, so kann man den Schnitt machen. 


Denselben führte ich parallel zur Raphe, durch Haut, Tunica 
dartos und Tunica communis. Nach Eröffnung der Hodenhüllen wird 
der Hoden nach außen umgeklappt. Darauf werden nacheinander 
Vas deferens und die Hodengefäße mit Seidenfäden unterbunden und 
durchschnitten. 

Die einseitige (rechts oder links) Exstirpation der Nebennicre 
geschieht gleichzeitig mit der Ovariotomie bzw. bei der Implantation 
des Hodens oder des Ovariums ins Peritoneum visc. 


Die Exstirpation der anderseitigen Nebenniere darf erst 10 Tage 
nach der ersten Operation ausgeführt werden, da sonst die Tiere häufig 
sterben. 

Bei der extraperitonealen Exstirpation der Nebenniere wird das 
Tier auf den Bauch angebunden. Die Narkose und die Desinfektion 
des Operationsfeldes geschieht wie vorher. Der Hautschnitt beträgt 
etwa 4cm. Er wird etwa lcm von der Wirbelsäule entfernt und 
parallel derselben ausgeführt. Zwischen den longitudinalen Rücken- 
muskeln und den schrägen Bauchmuskeln befindet sich eine lineare 
Grenze. Entlang dieser Grenze schneidet man vorsichtig nur die ober- 
flächliche Fascia durch. Nun spaltet man mit Hilfe eines Messerstiels 
so weit, daB die vom Fettpolster umgebene Niere sichtbar wird. Dicht 
oberhalb der Niere erkennt man dic Nebenniere, die sich leicht ex- 
stirpieren läßt. 

Nach der Exstirpation wird die Wunde durch eine Knopfnaht 
verschlossen. Die Operation geschieht ohne jede Verletzung der Niere 
und des Peritoneums, ohne Muskeldurchschneidung, sowie auch ohne 
jeden Blutverlust. 


Nach dem Plane meiner Arbeit mußte bei den kastrierten Tieren 
Implantation gemacht werden. Diese Implantation habe ich in der 
gleichen Sitzung ausgeführt, wie die Exstirpation der’ Hoden bzw. 
der Ovarien. Als unstreitig besten Implantationsort habe ich die 
Einpflanzung in das Peritoneum visc. gewählt. Die Fernhaltung 
mechanischer und chemischer Schädigung bei der Entnahme und bel 
der Einpflanzung peinlichste Blutstillung und Asepsis, stellen die 
wichtigste Grundlage für eine erfolgreiche Implantation dar. Das Trans- 
plantat muß sofort nach der Entnahme in das neue Bett gebracht 
werden. 

Unter Nachahmung der pbysiologischen Verhältnisse ließ ich die 
Keimepithelschicht gegen die freie Peritonealhöhle schauen. Die 
Fixation des Transplantates innerhalb der Peritonealhöhe ist eine 
wesentliche Vorbedingung für die Anheilung. Gewöhnlich können 
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einige feine Catgutnähte, die durch den peritonealen Kranz gelegt 
werden, das Transplantat unverschieblich in seiner Lage feststellen. 

Zur besseren Fixation und Anheilung wird aber der freie Rand 
des Netzes mit dem Transplantat vorsichtig zusammengenäht. 


Aus der Beschreibung meiner Methodik wird der Gang der Unter- 
suchungen wohl klar geworden sein. Er kann so ausgedrückt werden, 
daß die Untersuchungen darauf hirauslaufen, festzustellen, ob auf das 
Zurücktreten der vorhandenen Geschlechtsmerkmale und auf die 
Neubildung neuer heterosexueller sekundárer Geschlechtsmerkmale 


das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein der Nebenniere einen 
Einfluß hat. 


Diesen Einfluß habe ich durch messende Versuche näher fest- 
zustellen mich bemüht. Ich bringe zuvörderst ein Bild der von mir 
ausgefühıten Operation. 


Tabelle der verschiedenen Versuchsanordnungen. 


Für diesen Versuch wurden ausschließlich die weißen, sich noch 
vor der Pubertät befindlichen jungen Ratten von etwa 70 bis 100 g 
benutzt. 


Bei beiden Geschlechtern wurden die Operationen in folgender 
Reihen ausgeführt: 
l. Exstirpation der Hoden (Kastration mit Nebennieren); 
> „ Ovarien (Kastration mit Nebennieren). 


2. S „ Hoden, rechte und linke Nebenniere (Kastration 
ohne Nebenniere); 

En „ Ovarien, rechte und linke Nehenniere (Kastration 
ohne Nebenniere). 


3. Hoden + Ovarien (Feıninisierung mit Nebenniere); 
Ovarien + Hoden (Maskulirisierung mit Neben- 
niere). 
t. 2 „ Hoden + Ovarien, rechte und linke Nebenniere 
(Feminisierung ohne Nebenniere); 
D „ Ovarien + Hoden, rechte und linke Nebenniere 
(Maskulinisierung ohne Nebenniere). 


Alle diese Tiere wurden längere Zeit beobachtet, sodann 
wurden sie von Zeit zu Zeit photographiert. Schließlich wurden die 
Tiere getötet und die Geschlechtsorgane sorgfältig aus dem Körper 
entfernt und an denselben Messungen angestellt. Das System meiner 
Messungen habe ich jn der Erklärung der Abbildungen angegeben. 
Die Messungen dienen zur Charakteristik dessen, was schon aus den 
Abbildungen mit großer Deutlichkeit hervorgeht. Die Messungen be- 
treffen hauptsächlich die Länge des Penis und der Samenbläschen, 
wovon die Erklärung zu Abb. 4 ein ausführliches Beispiel gibt. Die 
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Längenmaße an den Uterushörnern bedürfen keiner besonderen An- 
führung für die Verhältnisse, da dieselbe aus den Abbildungen selbst 
deutlich hervorgeht. Alle Photographien, die zu Vergleichsversuchen 
dienten, wurden bei der gleichen Vergrößerung mit einem photographi- 
schen Apparat von der Firma 
Leitz aufgenommen. Schon 
makroskopisch bzw. mit 
Lupenvergrößerung konnte 
man das Gelingen der Im- 
plantation sehen. Ich habe 
aber von jedem Implantat 
das histologische Präparat an- 
gefertigt, um mich auch im 
mikroskopischen Bilde von der 
gelungenen Implantation zu 
überzeugen. Ich bringe ein Bei- 
spiel eines gelungenen männ- 
lichen Implantates, 40 Tage 
nach der Implantation. Das 
Abb.1. Implantat Nr.9, vgl. Abb. 7 und Abb. 10, Weibliche Implantat, von dem 
Follikel und Keimbläschen sichtbar, zum Teil degeneriert ich gleichfalls an dieser Stelle 
eier Ate Kä eine Abbildung bringe, war 
157 Tage nach der Impan- 
tation entnommen. 

Alle von mir operierten 
Ratten werden im Laufe 
von 5 bis 6 Monaten genau 
beobachtet. 

Erst nach dieser Beob- 
achtungszeit, als die Tiere ein 
Gewicht von 210 bis 270 g 
erreicht hatten, wurde die 
Sektion gemacht. Die einzige 
Ausnahme macht der Fall 
(Tier 9) des vorhin abgebil- 
deten Hodens, wo die Sektion 
nach 40 Tagen stattfand. Die 
somatischen Veränderungen 
die ich beobachtet habe, sind die Größe und die Form des Penis. 
Bei der Kastration ist die Größe immer kleiner und kürzer als 
normal. Die Form des mangelhaft entwickelten Penis ist mehr 
abgeplattet und abgekürzt (vgl. Abb. 1 bis 3). Clitoris blieb 
makroskopisch unverändert. Bei den kastrierten Weibchen sind 








Abb.2. Implantat des Hodens (nach 40 Tagen.) 
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die Warzen ausnahmslos klein und rudimentár, gerade wie die 
des Mánnchens. Bei einem Weibchen, an dem die Auto- 
implantation gemacht worden ist, entwickelten sich dieselben ganz 
wie normal. Bei einem feminisierten Männchen (Nr. 18) zeigten sie 
aber ausnahmsweise eine 
leichte Hypertropie. 


Das Verhalten der inne- 
ren Geschlechtsorgane illu- 
strieren meine nachfolgenden 
Abbildungen. Was die psychi- 
schen Veränderungen anlangt, 
so wurden im allgemeinen 
die kastrierten Männchen 
friedlicher, nur diejenigen, 
denen die Hoden und die 
Nebennieren fehlten, machten 
denselben Eindruck wie die 
normalen. Nur eine masku- 
linisierte Ratte mit Neben- 





i Nr. JI: 7 1 Abb.3. Implantat Nr. 10, vgl. Abb. 9 d. 
DIETO (Nr 12) war dauernd Cystische Degeneration, aber Keimbläschen noch sichtbar 
sehr bós. (nach 136 Tagen). 


Bei der Sektion fand sich Atrophie bzw. mangelhafte Entwicklung 
des Penis. Die Prostata war meist fettig degeneriert. Die Samen- 
blasen waren vollkommen leer. Der Uterus war in allen seinen Teilen 
atrophisch (vgl. Abb. 13). Die Fettablagerung war bei beiden Ge- 
schlechtern fast gleich. Die Implantationen waren am Peritoneum be- 
festigt mit dem Netz verwachsen. Die Ovarien waren meist gut er- 
nährt und die Follikel waren sichtbar (Abb. 9 bis 10). Das Erhalten- 
bleiben von Follikel ist deshalb so wichtig, weil nach den neueren 
Untersuchungen die Follikel bedeutsame innersekretorische Organe 
des Ovariums darstellen. Es waren auch einige eystische Veränderungen 
in den implantierten Ovarien zu beobachten. Auch die Hoden waren 
meist gut ernährt, jedoch fanden sich einige Kalkablagerungen oder 
Verkalkung. Das Wesentlichste aus meinen Untersuchungen geht aus 
den nachfolgenden Abb. 4 bis 14 hervor. 


Das wesentlichste Ergebnis, das aus diesen Untersuchungen hervor- 
ging, kann ich folgendermaßen zusammenfassen: Ich beginne mit den 
Beobachtungen an den männlichen Tieren. Am besten entwickelt 
waren die beobachteten und gemessenen sekundären Geschlechts- 
merkmale, selbstverständlich an den normalen männlichen Tieren. 
Etwas weniger gut, d. h. schon Zeichen des Zurücktretens des männ- 
lichen Geschlechtscharakters an sich tragend, war die Entwicklung 
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bei den Tieren, bei denen sowohl beide Hoden wie beide Nebennieren 
entfernt worden waren. Es folgten dann erst mit noch weniger gut 
entwickelten sekundären Geschlechtsmerkmalen die Tiere, denen die 
Hoden entfernt worden waren, die 
aber im Besitz ihrer beiden Neben- 


nieren waren. Auf diese folgten die 
Tiere, denen nicht bloß die Hoden 





\ 
Abb.5. Nr. 10, 30. Januar 1925. 
Se Operation, Kórpergewicht 123 g, Hoden 
Nr. 6, normal, 15. Dezember 1924. exstirpiert, Ovarien implantiert, rechte 
Korpergewicht 97 g, Nebenniere exstirpiert. 26. Februar linke 
13. Juni 1925, 204 g. Nebenniere exstirpiert. 


fehlten, sondern denen auch 
noch das Ovarium implan- 
tiert worden war, und denen 
beide Nebennieren  exstir- 
piert worden waren. Die 
weit größten Abnahmen in 
der Ausbildung der beob- 
achteten  Geschlechtsmerk- 
male zeigen sich an Tieren, 
denen nur die Hoden ent- 
fernt worden waren und 
Ovarien implantiert wurden. 
Aus den dargelegten Be- 
funden ergibt sich, daß der 
Rückgang der männlichen 
Geschlechtsmerkmale nicht so 
Abb. 6. Nr. 9, 9. Januar 1925. groß ist, wenn die Neben- 
Operation, Körpergewicht 135 g, Hoden exstirpierts nieren fehlen, als wenn gje 
Ovarien implantiert. vorhanden sind: 

Ich gehe jetzt über zu der Besprechung an den weiblichen Tieren, 
wobei sich genau das gleiche wiederholt wie bei den männlichen Tieren. 
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An den normalen weiblichen Tieren ist die Entwicklung der Geschlechts- 
merkmale am größten. Geringer wird sie, wenn die Ovarien und beide 
Nebennieren entfernt worden sind. Sie wird noch geringer, wenn das 





Abb.7. Nr.6a, normal, vgl. Abb. 4, 15. Juni 1925. 


Abb. 8. 
Sektion z = 5,2 cm = von der Ansatzstelle des Duct. def. bis Penisspitze. Nr. 24 b, 17. Februar 1925. 
y = 3,5 cm = Länge der Samenblaschen. Körpergewicht 95 g, 
z= 3,0 cm = von dem Muskelansatz bis Penisspitze . Hoden exstirpiert, 
N a ; NES ; A linke Nebenniere entfernt, 
Lie 9. Januar 1925. Körpergewicht 128 g, Hoden exstirpiert. 20. März rechte Neben» 
15. Juni Sektion. z:y:z = 3,9:1,2:2,4cm. Nr.9e, 9. Januar 1925. niere exstirpiert. 
Körpergewicht 135 g, Hoden exstirpiert, Ovarium implantiert, 15. Juni Sektion 
15. Juni Sektion. r:y:: = 28:0,6:1.5 cm. 2:42 = 43:14:27 cm. 





Abb. 9. Nr. 10d, 30. Januar 1925. Körpergewicht 123 g, Abb. 10. 

vgl. Abb. 5, 15. Juni Sektion. zr:y:z = 3.2:0,8:1,7 cm. Nr. 9, vgl. Nr. 3. 
"34 16. Dezember 1924. Körpergewicht %8 g, Hoden exstirpiert. Sektion 15. Juni, 
k 


inum implantiert, rechte Nebenniere exstirpiert, 9. Januar 1925, 


E implantierte 
mke Nebenniere exstirpiert, 15. Juni Sektion. 2:7:2=3,2:0,7:1,8 cm. Ovarien. 
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Ovarium fehlt, aber die Nebennieren vorhanden sind. Noch geringer 
wird sie nach Entfernung der Ovarien. Die Abnahme nimmt weiter zu, 
wenn der Entfernung der Ovarien die Entfernung beider Nebennieren 
und die Hodenimplantation hinzugefügt werden. Und schließlich ist 





Abh.1l. Nr. 3 normal, Uterus mit Ovarien, 15. Dezember 1924. Körpergewicht 90 g, 13. Juni 198 g. 
17. Juni Sektion. Nr.8, Autoimplantation, 19. Dezember 1924. Körpergewicht 86 g, operiert, 17. Juni 
Sektion. Uterus bleibt wie normal. 


das größte Zurücktreten der weib- 
lichen Geschlechtsmerkmale bei den 
Tieren ohne Ovarien mit implantierten 
Hoden, aber im Besitze ihrer Neben- 
nieren zu konstatieren. 

Die Tatsache, welche ich in beiden 
Versuchsreihen in Übereinstimmung 
beobachtet habe, läßt sich auf zwei- 
fache Weise ausdrücken. Einmal, daß 
man sagt, daß der Rückgang der sekur- 
dären Geschlechtsmerkmale stärker ist, 

wenn die Nebennieren vorhanden sind. 

ee r eS Man kann aber auch den Tatbestand 

so ausdrücken, daß sowohl die Femini- 

sierung und die Maskulinisierung quantitativ stárker in Erscheinung 
tritt, wenn die Nebennieren vorhanden sind. Eine Analyse des Tat- 
bestandes, der zunächst etwas auffallend erscheint, führt zu einer 
Erkenntnis, die einigermaßen den Anschluß an die Erfahrungen der 
Pathologie gestattet. Abnahme der Geschlechtsmerkmale eines ur- 
sprünglich männlichen oder weiblichen Tieres kann gleichzeitig das 
Hervortreten der Geschlechtsmerkmale des andersartigen Geschlechts 
bedeuten. Stellt man sich auf diesen Standpunkt, so bedeuten 
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die von mir gefundenen Tatsachen, daß die Nebennieren einen för- 
dernden Einfluß auf Erzeugung von Geschlechtsmerkmalen ausüben. 
So würde sich z.B. die best gelungene Feminisierung bei ehemals 
männlichen Tieren und Implantation von Ovarien in Gegenwart der 





Abb. 13. Nr. 11, 19. Dezember 1924. Körpergewicht 90 g, Ovariotomia dupl., Exstirpation der linken 

Nebenniere, 25. Februar 1925 rechte Nebenniere exstirpiert, 17. Juni Sektion. Nr. 15, 19. Dezember 

1924. Körpergewicht 85 g, Ovariotomia dupl. Nr. 21, 17. Februar 1925. Körpergewicht 90 g, Ovarien 

exstirpiert, Hoden implantiert, linke Nebenniere exstirpiert, 20. März rechte Nebenniere entfernt, 
17. Juni Sektion, vgl. Abb. 9. 


Nebennieren dadurch er- 
klären, daß auf die jetzt im 
Organismus vorhandenen 
Gonaden die Nebennieren 
Ihren Einfluß auszuüben ve: - 
mögen. Dies ist der Grund. 
weshalb die Feminisierung 
besser gelingt. Diese Er- 
wägungen, welche sich sinr - 
gemäß auf die masku- 
Inisierten Weibchenratten 
übertragen lassen, scheinen 
mir einen experimentellen 
Beweis dafür zu liefern, daß 


die Nebennieren ihren An- Abb. 14. Nr. 12, 9. Januar 1925. Körpergewicht 118 y, 
tel an der Entwicklung Ovarien exstirpiert, Hoden implantiert, 17. Juni Sektion. 





der Geschlechtsmerkmale haben. Es bedurfte zwar eines etwas ver- 
wickelten Weges, um zu dieser Erkenntnis zu kommen. Es scheint 
mir aber, daß die Verhältnisse in meinen Versuchen immer noch ein- 
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facher liegen, als bei den komplizierten Geschehnissen des Natur- 
vorganges der Tumorbildung in den Nebennieren. 

Zusammengefaßt sind die wesentlichen Ergebnisse meiner Arbeit 
die nachfolgenden: 

1. Es wurde der Rückgang der Geschlechtsmerkmale nach Ex- 
stirpation von Hoden und Ovarien bei Tieren mit und ohne Neben- 
nieren verfolgt. Der Rückgang war stärker, wenn die Nebennieren 
vorhanden waren. 

2. Bei den der Hoden oder Ovarien beraubten Tieren wurde die 
Implantation der andersgeschlechtlichen Gonaden hinzugefügt und 
wiederum die Tiere mit und ohne Nebennieren verglichen. Auch hier 
zeigt es sich, daß die Maskulinisierung und die Feminisierung deutlicher 
ausgesprochen war, wenn die Tiere im Besitze ihrer Nebennieren waren. 

3. Aus diesen Tatsachen könnte gefolgert werden, daß die Neben- 
niere einen Einfluß auf die Entwicklung der Geschlechtsmerkmale 
ausübt, und zwar tut sie das, indem sie einen stimulierenden Einfluß 
auf diejenigen Apparate ausübt, von denen die Ausbildung der sekun- 
dären Geschlechtsmerkmale abhängt. 
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Lur Frage nach den antigenen Eigenschaften des Hámoglobins. 


Von 


W. Engelhardt. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats für Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1923.) 


Die Literaturangaben über die antigenen Eigenschaften des Hämo- 
globins stehen miteinander in Widerspruch. 

Die älteren Autoren, Nolf (1, 2), Ide (3) und seine Schüler Leblanc (4) 
und Demees (5), ferner Stewart (6), Klein (7, 8), Leers (9), in neuerer Zeit 
Hrktoen und Schulhof (10), Higashi (11, 12), schreiben dem Hämoglobin 
antigene Eigenschaften zu. Aber die Befunde dieser Forscher, welche im 
Grunde einig sind, weisen schon manche Unstimmigkeiten auf. So finden 
z.B. Nolf und Stewart, daß Hämoglobininjektionen zu einer Hämolysin- 
bildung führen; andere Autoren (Ide, Leblanc, Demees) behaupten, daß bei 
Himoglobinimmunisierung nur Präcipitine entstehen; Higashi konnte 
Pracipitine, komplementbindende Substanzen und anaphylaktische Anti- 
körper nachweisen. Dagegen erschienen, hauptsächlich in letzterer Zeit, 
Arbeiten von Chodat (13), Depla (14). Schmidt und Bennet (15). Browning 
und Wilson (16), die zu dem Schluß führten, daß das Hämoglobin keine 
autizenen Eigenschaften besitze. 

Diese widerspruchsvollen Resultate scheinen mir hauptsächlich 
dadurch bedingt zu sein, daß die einzelnen Forscher zur Immunisierung 
shr verschiedene Hämoglobinpräparate gebrauchten. Meines Wissens 
wurde von keinem der obengenannten Autoren weder zur Immuni- 
sierung, noch zur Untersuchung der gewonnenen Immunsera kristalli- 
sertes Hämoglobin angewandt (nur Hektoen und Schulhof haben die 
Inmunsera mit kristallisiertem Hb geprüft). Auf die große Bedeutung 
der Herstellungsweise der Hämoglobinlösungen weist schon Klein (l. e.) 
hin. Werden Kaninchen mit wässerigen oder salzhaltigen Erythrocyten- 
extrakten immunisiert, so lassen sich sogenannte „Erythropräcipitine‘“ 
gewinnen. Behandelt man dagegen den Fxtrakt mit Äther (wie dies 
bei der Hämoglobingewinnung nach Hoppe-Seyler geschieht), so bleibt 
die Antikörperbildung aus. 
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Nur in der vor kurzem erschienenen Arbeit von Heidelberger und 
Landsteiner (17) wurde gezeigt, daß man auch mittels kristallisierten 
Hämoglobins Antikörper erzeugen kann. 

Als Antigen besitzt das Hämoglobin eine Reihe Eigenschaften, die 
ihm gewisse Vorteile gegenüber anderen Antigenen erteilen. Erstens 
kann es durch geeignete Umkristallisierung in verhältnismäßig reinen 
Zustande gewonnen werden, wogegen die übrigen Antigene —- Toxine, 
Hämolysine sowohl wie die gewöhnlichen Proteine — niemals als 
chemische Individuen zu betrachten sind. Ein weiterer Vorteil liegt 
in der Möglichkeit, das Hämoglobin mit hinreichender Genauigkeit 
quantitativ zu bestimmen, entweder mittels direkter Kolorimetrierung 
als salzsaures Hämatin oder, wie unten beschrieben, nach seiner per- 
oxydatischen Wirkung. Diese Möglichkeit, das Hämoglobin quantitativ 
zu bestimmen, scheint mir ganz besonders wichtig, da sie zum erstenmal 
gestattet, die vom Antikörper gebundene Menge des Antigens in ab- 
soluten Maßeinheiten (z. B. in Milligrammen) und nicht in ganz will- 
kürlichen, nichts über die absolute Menge aussagenden Einheiten, wie 
„toxische, letale usw.“ Dosen auszudrücken. 

Um die letzterwähnte Eigenschaft auszunutzen, mußte aber eine 
geeignete Methodik angewandt werden. Am einfachsten wäre es, die 
Hämoglobinlösung mit dem Immunserum zu vermischen, das ent- 
standene Präcipitat (falls solches sich bilden würde) zu sanımeln und 
darin die Hämoglobinmenge zu bestimmen. Dagegen lassen sich aber 
manche Einwände erheben. Erstens geben mehrere Autoren (Chodat, 
Depla, Klein) an, daß sie überhaupt keine Präcipitine gegen Hámoglobin 
beobachten konnten; zweitens löst sich bekanntlich das spezifische 
Präcipitat leicht in einem Überschuß von Antigen auf (für Hämoglobin 
machen darauf besonders Demees und Leblunc aufmerksam). Besonders 
wichtig ist aber der bereits von Kraus (18) hervorgehobene Umstand. 
daß die Präcipitation nur ein äußerer Ausdruck des im Grunde aller 
Immunitätsreaktionen liegenden Prozesses ist, nämlich der Bindung 
des Antigens mit dem entsprechenden Antikörper. Die Bildung des 
Antigen-Antikörperkomplexes kann sich auf mannigfaltige Weise 
äußern. Entweder verliert dabei das Antigen seine charakteristische 
Eigenschaft (das Toxin seine Giftigkeit, das Ferment seine enzymatische 
Wirkung usw.) oder es gewinnt der Komplex die Fähigkeit, gewisse 
Substanzen zu adsorbieren (Komplementablenkung): werden die 
kolloidalen Eigenschaften (Ladung, Hydratation usw.\ der Komponenten 
bei der Komplexbildung in bestimmter Weise verändert, bzw. erreicht 
der Komplex zu große Dimensionen, so kann es nicht mehr als Sol er- 
halten bleiben, es fällt aus, es tritt , Prácipitation* auf. 

Nun kann es leicht vorkommen, daß, obwohl eine Bindung von 
Antigen und Antikörpern stattgefunden hat, dieser Prozeß für uns un- 
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bemerkt bleiben kann. Das wäre der Fall, wenn z. B. das Toxin oder 
Ferment dabei seine Toxicität bzw. enzymatische Wirkung behalten 
würde [vgl. dazu die Arbeit von Bach, Engelhardt und Sumysslow (19)], 
oder wenn der Antigen-Antikörperkomplex im Solzustand weiterbleibt. 
Insbesondere kann die Präcipitation unter vielen Bedingungen aus- 
bleiben, z. B. bei Salzmangel, bei ungeeigneter Reaktior des Mediums, 
bei Überschuß an einem der Ingredienzien usw. Aber abgesehen von 
diesen äußeren Bedingungen, kann das Ausbleiben der Präcipitation 
durch den Charakter des Antigens selber verursacht werden. Je be- 
deutender seine Teilchengröße, je weniger es an und für sich stabil ist, 
desto wahrscheinlicher ist cs, daß der Antigen-Antikörperkomplex aus- 
fallen wird, und umgekehrt. Es wäre dadurch die Tatsache zu erklären, 
daß schon die ersten Spaltprodukte der Proteine, die Albumosen und 
Peptone, keine Präcipitinreaktion geben, wie sie auch nicht mit Gela- 
tine — einem recht stabilen Kolloid — erzeugt werden kann. 

Das Hb ist im Vergleich zu anderen Proteinen ziemlich hoch- 
dispers, wie aus seiner, obwohl langsamen Diffusion in Gelatine- 
gallerten und seiner Fähigkeit, bei anhaltender Dialyse durch dünne 
Kollodiummembranen hindurchzudringen, zu ersehen ist. Man kann 
also erwarten, daß, falls bei der Immunisierung mit Hb spezifische 
Antikörper auch erzeugt werden, der Komplex Hämoglobin — Anti- 
körper noch solstabil bleiben wird und somit keine Präcipitation auf- 
treten wird. 

Von diesen Überlegungen ausgehend, suchte ich nach einer Methodik, 
welche es gestatten würde, den Grundprozeß — nämlich die Bindung 
des Antigens mit dem Antikörper — zum Vorschein zu bringen. Dafür 
lagen mir zwei Wege vor. Erstens die Methodik des ,,fixierten Anti- 
körpers“, wie sie von mir (20) bei Versuchen mit antiphenolatischen 
Immunsera ausgearbeitet und dann in der zitierten Arbeit von Bach, 
Engelhardt und Samysslow zum Nachweis der Immuneigenschaften 
der Sera mit Invertase vorbehandelter Tiere angewandt wurde. Die 
Anwendung dieser Methodik gab aber noch keine positiven Resultate. 
Man kann sie übrigens auch nicht als allgemein anwendbar betrachten, 
denn nach den Untersuchungen EBislers (21, 22) verlieren einige Anti- 
körper im absorbierten Zustande die Fähigkeit, mit ihrem Antigen zu 
reagieren. 

Der andere Weg war folgender: Vermischt man das Immunserum 
mit dem entsprechenden Antigen, so binden die im Serum enthaltenen 
Antikörper das Antigen. Schlägt man nun die Antikörper nieder, so 
reißen sie das von ihnen gebundene Antigen in den Niederschlag mit. 
Ein Teil des Antigens wird sich also im Niederschlag befinden, sein 
Gehalt in der Lösung wird sich vermindern. Bestimmt man die Menge 
des in den Niederschlag übergegangenen Antigens oder umgekehrt die 
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in Lósung gebliebene Menge, so wird man Anhaltspunkte fúr die Beur- 
teilung der Menge des vom Antikörper gebundenen Antigens gewinnen. 
Zur Ausführung dieser Methodik ist die Anwendung eines Fällungs- 
mittels, welches die Antikörper, nicht aber das Antigen ausfällt, er- 
forderlich. Als solches wählte ich Ammonsulfat. Zahlreiche Unter- 
suchungen verschiedener Autoren haben gezeigt, daß die Antikörper 
in der Globulinfraktion des Serums enthalten sind und zusammen mit 
den Globulinen bei Halbsättigung mit Amnionsulfat ausgefállt werden. 
Das Hb wird dagegen bei Halbsáttigung nicht ausgefállt, es fällt nur 
bei voller Sättigung mit Ammonsulfat aus. Diese Tatsachen und Uber- 
legungen haben zur Ausarbeitung der unten zu beschreibenden Methodik 
geführt. 
Methodik. 

Immunisierung. Kaninchen wurden mit Hämoglobin aus Hundeblut 
immunisiert. Das zur Immunisierung angewandte Hb wurde nach der 
klassischen Methode Hoppe-Seylers (23) hergestellt. Der Hund wurde aus 
der Carotis entblutet, das Blut mittels Holzstábchen defibriniert. Die 
Erythrocyten wurden an der Zentrifuge sieben- bis achtmal mit physiologi- 
scher Kochsalzlösung ausgewaschen, von der Waschflüssigkeit möglichst be- 
freit und mit auf 40° vorgewármtem destillierten Wasser hämolysiert. 
Um die Stromata zu entfernen, wurde 1, Volumen Äther zugesetzt, 5 Mi- 
nuten geschüttelt, scharf zentrifugiert, die klare untere Lösungsschicht 
abgetrennt und noch zweimal auf dieselbe Weise mit Äther behandelt. 
Die so gewonnene Hb-Lösung wurde vom Äther durch einen mit H,SO, 
und Soda gewaschenen Luftstrom befreit, tropfenweise mit Ti, Volumen 
Alkohol verstezt und 24 Stunden im Kältegemisch stehengelassen. Die 
ausgeschiedenen Kristalle wurden an der Zentrifuge gesammelt, von der 
Mutterlauge durch vorsichtiges Abnutschen befreit, in destilliertem Wasser 
aufgelöst und unter Toluol in einem dunklen kühlen Orte aufbewahrt. Bei 
derartiger Aufbewahrung geht das Hb viel langsamer in Methämoglobin 
über, als in trockenem Zustande. Es wurden zu jeder Injektion 2 bis 2,5 cem 
einer etwa 8 bis 10proz. Hb-Lösung angewandt, also ungeführ 0,2 g Hámo- 
globin. Um einen einigermaßen bedeutenden Effekt. zu erzielen, waren 
nicht weniger als fünf bis sieben Injektionen erforderlich. 


Nachweis der Immuneigenschaften der Sera. 

] ccm auf das Zehnfache verdünnten Serums wurde mit l ccm 
Hb-Lösung vermischt. Nach 10 Minuten wurde das Gemisch mit 2 ccm 
gesáttigter Ammonsulfatlösung versetzt, durchgeschüttelt, weitere 
15 Minuten stehengelassen und dann scharf zentrifugiert. Dabei wurden 
die Globuline niedergeschlagen, und falls im Serum Antikörper gegen 
das Hh enthalten waren, so wurde das von ihnen gebundene Hb mit- 
gerissen, was an einer rötlichen Farbe des Niederschlags zu erkennen 
war. Von den Globulinen des Normalserums wird das Hb nur aus 
konzentrierteren Lösungen mitgerissen, aber auch in diesem Falle ist 
der Unterschied zwischen Normal- und Immunserum sehr bedeutend. 
3s wurden zu den Versuchen stets sehr verdünnte Hb-Lösungen an- 
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gewandt (0,5 bis 1 Proz.). Bei solchen Lösungen bleibt der Globulin- 
niederschlag im Normalserum ganz farblos. 


Die quantitative Bestimmung kleinster Hämoylobinmengen. 

In de: oben angegebenen Ausführung gibt die Methodik nur 
qualitative Resultate. Es schien mir natürlich höchst wünschenswert, 
die Bestimmungen auch quantitativ durchzuführen. Wie weiter unten 
zu ersehen ist, sind die vom Immunserum gebundenen Hb-Mengen sehr 
gering (0,020 bis 0,070 mg pro 0,1 ccm Serum). Solche Mengen können 
nicht mit Hilfe der üblichen Methoden bestimmt werden; es wurde 
daher die peroxydatische Wirkung des Hämoglobins [vgl. Willstätter 
und Pollinger (24), Bach und Kultjugin (25)] herangezogen. Spuren 
von Hb, welche mit einem gewöhnlichen Spektroskop nicht mehr nach- 
weisbar sind und der Lösung keine wahrnehmbare Farbe erteilen, 
können, einem Gemisch von Guajakol und Wasserstoffsuperoxyd 
zugesetzt, solche Mengen Guajakols oxydieren, daß die entstandenen 
Oxydationsprodukte leicht kolorimetrisch bestimmt werden können, 
Die Farbenintensität erreicht nach etwa 5 Minuten ein Maximum und 
wächst weiter nicht an, weil zu dieser Zeit das ganze Hb vom H,O, 
zerstört wird. Die Farbe bleibt ziemlich lange (20 bis 30 Minuten) 
konstant, nimmt dann allmählich ab. Obwohl das Hb so schnell zerstört 
wird, erweist sich in gewissen Grenzen die Farbenintensität den an- 
gewandten Hb-Mengen streng proportional. Es ist somit möglich, aus 
der Farbenintensität auf die vorhandenen Hb-Mengen zu schließen. 
Das Kolorimetrieren wurde im Authenrieth-Königsbergerschen Kolori- 
meter gegen einen geeichten Keil mit Standardlösung vorgenommen. 
Die zum Auffüllen des Keiles angewandte Lösung bestand aus einem 
Gemisch von Kobaltnitrat mit schr kleinen Mengen Kaliumbichromat. 
Die Lösung, in dem Keil luftdicht verschlossen und im Dunkeln auf- 
bewahrt, ist anscheinend unbegrenzt haltbar. Das Kolorimetrieren 
bei künstlichem Licht (Glühlampe) vorgenommen, erwies sich bis auf 
l bis 2 Teilstriche der Skala genau. Die Reprodyzierbarkeit der Resultate 
liegt innerhalb einer Fehlergrenze von etwa 5 Proz. Die Eichung des 
Keiles geschah in mehreren Versuchsserien unter Anwendung genau 
abgewogener Mengen vierfach umkristallisierten Hämoglobins. Die 
Kolorimeterablesungen wurden auf Koordinatenpapier aufgetragen, 
sie fielen alle recht befriedigend auf eine Gerade. Nach der erhaltenen 
Eichungskurve konnte dann in den weiteren Versuchen nach dem 
Farbgrad die anwesende Hb-Menge bestimmt werden. Der Meßbereich 
der Methode liegt zwischen 0,010 bis 0,150 mg Hb. Bei größeren 
Hb-Mengen wird die Farbe zu dunkel, um bequem kolorimetriert zu 
werden, es muß dann die zu untersuchende Flüssigkeit entsprechend 
verdünnt werden. 
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Meistenteils wurde die Hámoglobinmenge bestimmt, welche mit 
den Globulinen des Immunserums in Niederschlag gegangen, also von 
den Antikórpern gebunden worden war. In einigen Versuchen wurde 
auch die in Lösung zurückgebliebene Menge des Hb bestimmt. Solche 
Parallelbestimmungen ergaben gut úbercinstimmende Resultate. Die 
Methodik gestaltet sich wie folgt: 

Nachdem, wie oben beschrieben, die Globuline zusammen mit 
dem von den Antikörpern gebundenen Hb durch Halbsättigung mit 
Ammonsulfat niedergeschlagen sind, wird das Zentrifugat mittels 
einer kapillar ausgezogenen Pipette abgesaugt, der Niederschlag in 
3ccm halbgesättigter Ammonsulfatlösung aufgeschwemmt, abermals 
zentrifugiert und die Waschflüssigkeit abgesaugt. Man kann die 
Waschungen mehrere Male wiederholen, das Hb wird dabei aus seiner 
Verbindung mit den Antikörpern nicht losgelöst. Gewöhnlich genügen 
eine oder zwei Waschungen, um etwa vorhandenes freies Hb zu ent- 
fernen. Nach Entfernung der letzten Waschflüssigkeit werden ins 
Zentrifugenröhrchen 3 ccm destillierten Wassers zugesetzt. Es löst sich 
dabei der Niederschlag momentan vollständig klar auf. (Ebenso leicht 
löst er sich auch in physiologischer Salzlösung auf.) Zu der erhaltenen 
Lösung werden 1 ccm 0,1proz. Guajakollösung und dann 1 ccm 1proz. 
H,O, (aus Perhydrol) zugesetzt. Es wird gut durchgemischt und nach 
5 Minuien kolorimetriert. Aus der Kolorimeterablesung findet man die 
Menge des im Niederschlag enthaltenen Hámoglobins. Es wurden 
stets ein oder mehrere parallele Kontrollversuche mit Normalsera 
angestellt. 


Versuchsergebnisse. 

Es seien als Beispiele zwei Versuche mit Seren verschiedener Tiere 
angeführt. Ich möchte darauf hinweisen, daß die Versuche sowohl in 
qualitativer, wie auch quantitativer Beziehung sehr gut — bis auf 
einige Tausendstel Milligramm Hb — reproduzierbar sind. 

Die Zahlen der Tabellen geben überall die Mengen Hämoglobin 
in Milligrammen an, welche von 0,1 cem Serum gebunden worden waren. 


Tabelle ]. 





mg Haämoglobin 


Normalserum 





Immunserum i 
Versuch 1.. 0016 oun 0033 ' 0,070 0,026 0,066 
Versuch 2.. weniger als 0,005 0.071 0,079 0,036 


Die höheren Werte bei den Normalsera im ersten Versuch sind 
durch ungenügendes Auswaschen des Niederschlags zu erklären, es 
gelangten kleine Mengen freien Hb in den Versuch. 
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Einfluß der Hämoglobinkonzentration. 


Nehmen wir bei konstanter Serummenge steigende Mengen des 
Hb, so bleiben die von den Antikörpern gebundenen Hb-Mengen ziemlich 
konstant. Die Hb-Konzentrationen wurden bis zu dem Verhältnis 
1:100 variiert. Die Methodik stellt den Versuchen gewisse Grenzen 
auf, weil bei höheren Hb-Konzentrationen immer größere Mengen 
desselben auch von den Globulinen des Normalserums mitgerissen 
werden, wie aus der unten angeführten Tabelle II zu ersehen ist. 


Tabelle II. 


Zum Versuch angewandte 





Gegen 


Hb» Menge, mg | 3.0 | 1.0 | 03 | 0.1 | 0,5 
Im Niederschlag ( Immunserum . . 0,055 0,024 | 0,024 

enthaltene 
Hb-Menge, mg | Normalserum . . . 0,030 0,005 | 0,0 


0,020 | 0,015 
5 | 00 |00 | 00 


Differenz . . . . 0,025 | 0,019 | 0,024 0,020 ` 0,015 











Einfluß der Serummenge. 
Es läßt sich eine befriedigende Proportionalität zwischen der an- 


gewandten Serummenge und der Menge des vom Serum gebundenen Hb 
beobachten. 











Tabelle III. 
Sermmenge.com | 02 | or j aw 
en A A EN 0.015 
mmunserum . . | | | ; , 
Hi gebunden, mg e ES | 0,010 | weniger als 0.005 


Einfluß des Reinheitsgrades des Hämoglobins. 


Es schien ınteressant, nachzuprüfen, ob wiederholtes Umkristalli- 
sieren des Hämoglobins dessen Fähigkeit, mit dem Antiserum zu 
reagieren, beeinflußt wird. In dieser Richtung angestellte Versuche 
ergaben, daB eine Reinigung des Hb mittels mehrmaligen Umkristalli- 
sierens nur in ganz unbeträchtlicher Weise auf sein Bindungsvermögen 
wirkt. Es wurden zu diesen Versuchen folgende Hb-Präparate an- 
gewandt: Präparat 1: Frischgewonnene, ausgewaschene und mit 
destilliertem Wasser hämolysierte Erythrocyten. Präpurat 2:Hb-Lösung, 
gewonnen durch Halbsättigung mit Ammonsulfat einer hämolysierten 
Blutkörperchensuspension (dabei werden die Stromata und ein Teil 
der Erythrocytenproteine ausgefällt); die Lösung wurde durch Dialyse 
vom Ammonsulfat befreit. Präparat 3: Eine unter Toluol aufbewahrte 
Lösung von nach Hoppe-Seyler hergestelltem, einmal umkristallisiertem 
Hämoglobin. Präparat 4: Viermal umkristallisiertes, trocken auf- 
bewahrtes Hb, nach Hoppe-Seyler hergestellt. 
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Tabelle IV. 


1 











Immunserum . . | 0,063 | 0,048 | 0,058 | 0,053 


EE Ee . . | 0,015 | 0,005 | 0,010 | 0,015 
Differenz . . . . | 0,048 | 0,043 | 0,048 | 0,038 


Inaktivierung des Immunserums. 


Unter der Anwendung der hier beschriebenen Methodik konnte 
eine Inaktivierung des Immunserums nicht nachgewiesen werden. Dies 
ist dadurch bedingt, daB bei einem Erwármen úber 70% die Proteine des 
Serums (sowohl des normalen wie auch des immunen) teilweise dena- 
turiert werden, es entsteht beim Zusatz der Ammonsulfatlösung ein 
voluminöser Niederschlag, welcher beträchtliche Mengen Hämoglobins 
mit sich niederreißt. Aus dem unten angeführten Versuch läßt sich 
nur ersehen, daß halbstündiges Erwärmen auf 70° die Bindungsfähigkeit 
des Immunserums noch nicht aufhebt. 








Tabelle V. 
E Serum, 30 Minuten aufbewahrt bei | 180 560 | 700 
j Immunserum . . | 0,033 | 0,034 0,041 
Hb gebunden, mg \ Normalserum weniger als 0,005 0,008 


Die Spezifität der Immunsera. 


Ein großes Interesse bot die Frage, ob die bei Hb-Immunisierung 
erhaltenen Antikörper spezifisch sind oder nicht. Es konnten leider 
in dieser Richtung nur einige orientierende Versuche angestellt werden, 
da der größte Teil der Versuchstiere an einer Epizootie eingegangen 
war und die am Leben gebliebenen nur sehr schwache Antisera 
lieferten. Eine neue Immunisierung vorzunehmen solange die Seuche 
nicht vollständig bekämpft worden war, hatte keinen Sinn. Aber schon 
die einzelnen angestellten Versuche wiesen ganz eindeutig auf den 
spezifischen Charakter der Antikörper hin. Es wird allerdings auch 
heterologes Hb, vom Immunserum etwas mehr als vom Normalserum, 
gebunden. Doch sind hier die Differenzen recht klein, beinahe an der 
Fehlergrenze der Methodik, so daß man keine sicheren Schlüsse ziehen 
kann. Es ist jedenfalls die Möglichkeit nicht ausgeschlossen, daß die 
Antikörper des Immunserums nicht nur gerade dasjenige Hb binden 
können, welches zur Immunisierung angewandt wurde, sondern auch, 
wenn auch in viel geringerem Maße, das Hb anderer Tierarten. 
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Tabelle VI. . 
Kaninchen mit Hurde-Hb immunisiert. 














Vom Hunde k Vom Hammel 
Zum Versuch wurde Hb | | 
EE EE in pi E 








Immunserum .. 0,051 0,013 
Versuch 1 ‚1 (see —— Ss 0,016 Spuren 
Immunserum .. 0.063 0,019 
Versuch 2 H ormalserum . . 0,005 0,005 


Zum Schluß sei noch bemerkt, daß ein Elektrolytzusatz wábreud 
des Aufbewahrens des Immunserums mit der Hb-Lósung (also vor der 
Ammonsulfatfállung) für die Menge des gebundenen Hb belanglos ist. 
Es werden dieselben Mengen gebunden, ob das Serum und die Hb- 
Lösung mit physiologischer Kochsalzlösung oder mit destilliertem 
Wasser verdünnt worden waren. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methodik zum Nachweis der bei Hb-Immunisierung 
entstehender Antikörper beschrieben. Sie beruht auf der Globulin- 
fällung in einem Gemisch von Hb-Lösung und Immunserum. Die mit 
den Globulinen ausfallenden Antikörper führen das von ihnen ge- 
bundene Hb in den Niederschlag. Hier kann das Hb dank seiner per- 
oxydatischen Wirkung quantitativ bestimmt werden. 

2. Bei der Immunisierung von Kaninchen mit Hundehämoglobin 
entstehen im Serum der Versuchstiere Antikörper, welche das Hb 
binden können. 

3. Im Hb haben wir zum erstenmal ein Antigen, bei dem wir 
wenigstens ungefähr bestimmen können, welche absolute Mengen von 
einem bestimmten Volumen Serum gebunden werden. Diese Mengen 
sind recht klein, sie betragen 0,020 bis 0,070 mg Hb pro 0,1 ccm Serum. 

4. Verschiedene Herstellungsweise und mehrmaliges Umkristalli- 
sieren der Hb-Präparate ist ohne großen Einfluß auf die Fähigkeit 
des erhaltenen Hämoglobins, mit dem Immunserum zu reagieren. 

5. Halbstündiges Erwärmen auf 70° beraubt das Immunserum 
noch nicht seiner Fähigkeit, das Hb zu binden. 

6. Die Wirkung des Immunserums ist spezifisch. Es ist jedoch 
die Möglichkeit nicht ausgeschlossen, daß auch heterologes Hb, wenn 
auch in bedeutend geringerem Maße, gebunden werden kann. 
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Uber die Wirkung der Urethane auf Serumlipase. 
Von 
P. Rona und A. Lasnitzki. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts und dem 
Institut für Krebsforschung der Universität. Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


Die Vergiftung von Hefeinvertase durch indifferente Narkotica 
ist von O. Meyerhof*) eingehend studiert worden. Er fand, daß die 
Beeinflussung der Invertase nach dem Gesetz der homologen Reihen 
erfolgt und ein Verhalten zeigt, das auf eine Adsorption des Narkoticums 
von seiten des Ferments schließen läßt. Auf andere Fermente als 
Invertase sind diese Untersuchungen unseres Wissens noch nicht aus- 
gedehnt worden?). Es erschien uns daher von Wert, ein Ferment tierischer 
Herkunft, die Serumlipase, zum Studium dieser Giftwirkung heran- 
zuziehen. Als Narkotica benutzten wir verschiedene Glieder der 
rethanreihe. 


Die Messung der Lipasewirkung nach der stalagmometrischen 
Methode von Rona und Michaelis kam wegen der Oberflächenaktivität 
der Urethane für unsere Versuche nicht in Frage. Auch die titrimetrische 
Bestimmung der freien Fettsäure mußte wegen der Kleinheit der zu 
erwartenden Ausschläge als ungeeignet gelten. Dagegen war die von 
uns beschriebene gasanalytische Methodik?) für vorliegenden Zweck 
durchaus geeignet. Das Verfahren knüpft an das von Warburg*) zur 
Messung der Glykolyse eingeführte an und beruht wie dieses auf der 
manometrischen Bestimmung der Kohlensäuremenge, welche durch 


1) O. Meyerhof, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 157, 251, 1914, 
2) Vgl. aber S. Minami, diese Zeitschr. 142, 348, 1923. 

3) P. Kona und A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 152, 504, 1924. 

1) O. Warburg, ebendaselbst 142. 317, 1923. 
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die bei dem Prozeß entstehende Säure aus einer mit Bicarbonat an- 
gereicherten Ringerlösung ausgetrieben wird. 


Das verwendete Serum stammte ausschließlich von Meerschweinchen, 
wurde nur bis wenige Tage nach der Entnahme benutzt und über Nacht 
im Eisschrank aufbewahrt. Vor Beginn des Versuchs wird das Serum mit 
Ringerlösung!) verdünnt und in der Regel sogleich mit Urethanlósung 
vermischt bzw. mit Ringerlösung weiterverdünnt, in einer je nach den 
Versuchsbedingungen wechselnden Anordnung. Näheres siehe unten. 
Nach längerem — mehr als einstündigem — Stehen bei Zimmertemperatur 
werden von den hergestellten Serum-Urethanmischungen je 2,7 cem in 
die von uns angegebenen Tröge (von etwa 10 ccm Inhalt) eingefüllt. — 
Als Substrat verwenden wir teils Tri-, teils Monobutyrin. Von ersterem 
wird eine 10- oder 12proz. Emulsion durch Anschütteln mit Ringerlósung 
hergestellt, von letzterem eine 7- bis 8proz. Emulsion. Hiervon geben wir 
0,3 ccm zu der im Troge befindlichen Flüssigkeit. Dabei löst sich das Mono- 
butyrin völlig oder nahezu völlig auf, während das Tributyrin infolge seiner 
geringen Löslichkeit in Emulsion erhalten bleibt?). Von der in unserer 
früheren Arbeit angegebenen Retorte, in welche die Emulsion zunächst 
eingefüllt wurde, sahen wir hier — mit Ausnahme einer einzigen Versuchs- 
anordnung — ab. Unmittelbar nach Zugabe des Substrats werden die 
Tröge mit Barcroftmanometern verbunden, der Gasraum über der Flüssig- 
keit mit einem Gemisch von 5 Vol.-Proz. C O, und 95 Vol.-Proz. N, angefüllt 
und die Flüssigkeit selbst mit dem Gasgemisch in Absorptionsgleichgewicht 
gebracht. Nach Einsenken der Tróge in den auf 37,5°C eingestellten 
Wasserthermostaten wird bis zum Temperaturausgleich geschüttelt. 
Darauf erfolgt die Ablesung des Manometers unter Einstellung auf die 
gewählte Nullmarke. 


Die bei der Tri- und Monobutyrinspaltung frei werdende Buttersäure 
treibt aus dem Bicarbonat der Ringerlösung eine äquivalente Menge Kohlen- 
säure in den Gasraum. Ihre Messung erfolgt durch Bestimmung der Druck- 
erhöhung bei konstantem Volumen, ausgedrückt in Millimetern Brodie. 
Durch Multiplikation dieser Werte mit der ‚„Gefäßkonstanten für Kohlen- 
säure‘‘ erhält man die entwickelte CO,-Menge in Kubikmillimetern (0°, 
760 mm). Abgesehen von einem Thermobarometer, werden folgende 
Kontrollen angesetzt: 1. eine Serumkontrolle ohne Substrat (2,7 ccm 
Serumverdünnung + 0,3 cem Ringerlösung). Dieselbe ergibt im allgemeinen 
sehr kleine positive Ausschláge, wahrscheinlich infolge geringer autolytischer 
Zersetzung des Serums. Bei Gegenwart von Urethanen sind die Ausschläge 
zuweilen schwach negativ, meist aber völlig zu vernachlässigen. — In den 
Versuchen mit Monobutyrin ist 2. eine Monobutyrinkontrolle ohne Serum 
erforderlich (2,7 cem Ringerlósung + 0,3 cem Monobutyrinemulsion). Das 
käufliche Monobutyrin enthält stets etwas freie Buttersäure. Diese setzt 
sich zwar beim Anschütteln mit dem Bicarbonat der Ringerlösung um, 
worauf die Kohlensäure durch Luftdurchleiten weitgehend entfernt werden 
kann. Trotzdem ergibt eine Monobutyrinemulsion beim Schütteln noch 





1) Die Zusammensetzung der Ringerlösung war folgende: 100 cc 
9prom. NaCl- + 2cem 1,2proz. KOL + 2cem 1,76proz. CaCl,- (krist.) 
-- 20 com 1,26proz. Na HC O,-Lösung. 

2) Die Monobutyrinspaltung spielt sich demnach in einem makro- 
homogenen, die Tributyrinspaltung in einem makroheterogenen System ab. 
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kleine positive Ausschláge, wáhrend bei einer Tributyrinemulsion solche 
kaum beobachtet werden. Nach Berúcksichtigung dieser Kontrollausschláge 
ergibt die in den Versuchsgefäßen entwickelte Kohlensäuremenge durch 
Division mit 22,4 die gebildete Buttersáure in Mikromolen!). 

Die in gleichen Zeiten gebildeten Buttersáuremengen bzw. die Ge- 
schwindigkeitskonstanten K = x/t gelten als Maß der Lipasewirkung, 
wobei im Hinblick auf Mono- oder Tributyrin zu berücksichtigen ist, daß 
im ersteren Falle die Menge zersetzten Esters gleich der Menge gebildeter 
Buttersäure, im letzteren Falle gleich dem dritten Teil derselben ist. Be- 
zeichnen wir sodann mit K, die Geschwindigkeitskonstante bei fehlendem 
Urethan, mit K diejenige bei einer bestimmten Urethankonzentration, 
so ergibt sich die prozentische Hemmung der Fermentwirkung nach der 
Formel: 


—K 
ee TN 
Ko S 


Das Verfahren, die nach einer bestimmten Zeit gebildete Buttersäure- 
menge oder die Geschwindigkeitskonstante, d. h. die auf die Zeiteinheit 
reduzierte Buttersäuremenge als Maß der Fermentwirkung zu benutzen, 
hat zur Voraussetzung, daß die Spaltung einen linearen zeitlichen Verlauf 
besitzt. Wie wir gezeigt haben, ist dies, soweit Tributyrin in Betracht 
kommt, bei der gewählten Anordnung für eine hinreichend große Ver- 
suchszeit der Fall. Dagegen biegen die Kurven der Monobutyrinspaltung 
nach relativ kurzer Zeit um, offenbar weil die Substratkonzentration unter 
jene Grenze herabsinkt, die als „unendlich groß‘ in dem früher erörterten 
Sinne angesehen werden muß. Die Monobutyrinspaltung darf daher nur 
in ihrem ersten geradlinigen Stadium für die Bestimmung der Lipase- 
wirkung herangezogen werden. 

Indem wir verschiedene Serumkonzentrationen auf ihre spaltende 
Wirkung gegenüber Tributyrin untersuchten, haben wir früher gefunden, 
daß unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen das Ferment - Zeitgesetz 
gilt: Die Zeiten gleichen Umsatzes ver- 
hielten sich umgekehrt wie die Ferment- 03 
konzentrationen. In neueren Unter- Sé. 
suchungen ergaben sich jedoch nicht 02 
selten kleine Abweichungen von diesem 
Gesetz, derart, daß das Verhältnis der dÉ 


Zeiten gleichen Umsatzes etwas geringer INS 4 
oder größer war als dem Ferment- b KE 


04 












Zeitgesetz entsprechen würde. Be- É 6 ô 0 
stimmt man nun für verschiedene ( bi rmentonzer 21000) 
Verdiinnungen eines Serums die Ge- Abb. 1 


«hwindigkeitskonstanten zit, so findet 

man bei der graphischen Darstellung, daß ihre Abhängigkeit von der 
Fermentkonzentration in dem betreffenden Bereich durchaus eine lineare 
ist (Abb. 1). Extrapoliert man aber nach unten, so trifft man die 
Ordinate sehr oft nicht im Nullpunkte, sondern ein kleines Stück darüber 
«der seltener darunter (Fall 1 und 3 in Abb. 1). Wir wollen dieses Stück, 
das eine Konstante darstellt, mit b bezeichnen. Wie sich zeigen läßt, ist 





1) 1 Mikromol = 0.001 Millimol. 
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die Abweichung vom Ferment-Zeitgesetz durch dieses Verhalten bedingt. 
dessen physikalischer Sinn darin besteht, daß die Geschwindigkeitskonstante 
für sehr geringe Fermentkonzentrationen schreller oder langsamer anwächst 
als für die übrigen Fermentkonzentrationen. 


1. Abhängigkeit 
der Urethanwirkung von der Urethankonzentration. 

Es werden Reihenversuche mit konstanter Serumkonzentration und 
variabler, geometrisch abgestufter Urethankonzentration angesetzt. Ver- 
dünnungsfaktor für die Urethane: 1,5, 1,7, 2,0, 3,0. Zuweilen sind einzelne 
Glieder der Reihe ausgelassen. Alle Lösungen und Verdünnungen sind mit 
Ringerlösung bereitet. Die Angaben bezüglich Serumverdünnung und 
Urethankonzentration beziehen sich stets auf die Endkonzen:ration 
rach Zugabe des Substrats. Urethankonzentration in Molen pro Liter. 


Mit steigender Urethankonzentration erhält man nun, wie alle 
folgenden Versuche dartun, eine zunehmende Abnahme der Butter- 
sáurebildung. Dies ist zunächst aus Tabelle I und Abb.2 für den 
Fall des Äthylurethans zu ersehen. Die Abhängigkeit der prozentischen 
Hemmung der Fermentwirkung von der Urethankonzentration zeigt, 
wie Abb. 3 erkennen läßt, das typische Bild der Adsorptionsisotherme. 
Logarithmiert man die Werte für die prozentische Hemmung und die 
Urethankonzentration, so erhält man bei der graphischen Darstellung 
eine gerade Linie (Abb. 4). 


Tabelle 1. 


Serumverdünnung: 1: 200. — Einwirkung von Äthylurethan. — Substrat: 
Tribatyrin. Temperatur: 37,5% — Serum und Urethan 80 Minuten vor 
Beginn des Versuchs vereinigt. 


t 





Urethankonzentration c (Mol/Liter) 








Zeit q — Ä —- 
0.0 m A4 mj12 mjó m 3 
(Minuten) Gebildete Butteradure in Mikromolen 
13 4,05 
15 - >; 394 
17 | > 405 
19 Fr Zn | le FA 3,93 
29 taz | > 330 
27 8,30 
30 Ä > 7,62 
32 | > 745 
36 — 710 
40 Ä a DAN 
Geschwindigkeitskonstante 
(Mittel) zeit . ..... 0,310 0.258 0,235 — 0,202 0,150 
Proz. Hemmung h .... — 16,8 24,2 : 34,8 31,6 
logc(m=D ......  —  —1380 — 1,079 — 0,778 — 0,477 
(e une asa Br Ges 1,225 1384 , 1,542 1.713 
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Die hier bestehenden Verhältnisse mögen an sechs weiteren Bei- 
spielen dargelegt werden. Zur Verwendung kommen Methyl-, Zut. 
und Propylurethan. Als Substrat dient sowohl Tri- als Monobutyrin. 


Mıkromol Buttersäure 





20 Jo +0 
Zeit in Minuten 
Abb. 2. 
Finfluß steigender Konzentrationen von Athylurethan 
auf die Tributyrinspaltung durch Serumlipase 
(zu Tabelle I). 





18 

16 
mS 
% 

12 

10 

mjs mjı2 m/6 m/3 14 -12 -70 -08 -06 -0.4 
Athylurethan -Konzentration c log € 
Abb. 3. Abb. 4. Hemmungskurve 
Hemmungskurve für Athylurcthan für Athylurethan im logarithmischen Netz 
(zu Tabelle D. (zu Tabelle T). 


In einem Teil der Versuche ist besonderes Gewicht auf eine möglichst 
große Breite der Hemmung unter Verwendung einer größeren Anzahl 
von Urethankonzentrationen gelegt worden. 





i 
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Tabelle II. Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von Methylurethan. — 
Substrat: Monobutyrin. — Temperatur: 37,5% — Serum und Urethan 
2 Stunden vor Beginn des Versuchs vereinigt. 





Uretbankonzentration c (Mol/Liter) 


Zeit a A a 
' | 0 | 0,19, mol. | 0,29, mol. | 0,445 mol. | 0,667 mol. | 1.0 mol 




















e? (Minuten) DER 0 Gebildete Buttersäure in Mikromolen 
Den an le | a | 
15 3,18 190 | 163 | 1556 | 132 | 10 
30 | 5,78 | 364 272 2,58 238 11 
Geschwindigkeits- | | 
konstante zit | 
(für 15 Minuten) | 0,212 0,127 ' 0,109 0,103 0,088 0,069 
Proz. Hemmung A | — 40,0 48,6 51,5 58,5 675 
logc (m=1) ..; —  |—0,706 i—0,529 |—0,352 |—0,176 | 0,00 
Pgh sannan — : 1602 ` 1687 | 1712 | 1767 18% 
70 
60 
ka 
SS 
RE 
N 









de 0.6 0.0 


02 L 10 Mol/ 
Methylurethan "Konzentration 


Abb. 5. Hemmungskurven für Methylurethan. 
(Zu Tabellen II und 111: Mono» und Tributyrinspaltung.) 





14 12 10 0,8 0,6 04 02 00 
log c 
Abb. 6. Hemmungskurven fur Methylurethan im logaritbmischen Netz. 
(Zu Tabellen II und III: Monos und Tributyrinspaltung.) 
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Tabelle III. Serumverdúnnung: 1: 100. — Einwirkung von Methylurethan. — 

Substrat: Tributyrin. — Temperatur: 37,5% — Versuch in zwei Teilen 

ausgeführt. Serum und Urethan 2 bzw. 4 Stunden vor Beginn des Ver- 
suchs vereinigt. Spaltung linear. 














Urethankonzentration c (Mol/Liter) 





i Nach 15 Minuten gebildete Buttersäure in Mikromolen 











8,55 7,98 | 794 | 716 | 665 640 | 560 | 4,57 
Hugh! 6,7 7,1 163 222 | 25,2 | 345 | 466 [54,1 














logc  ¡¡—1,409|— 1,237 ¡— 0,879 |— 0,706 |— 0,529 | — 0,352 | — 0,176 | 0,000 
(m = 1) | 
logh || 0826| 0,851| 1,212) 1346| 1,401| 1,538| 1,668| 1,733 








Sowohl die Tributyrin- als die Monobutyrinspaltung wird durch 
steigende Methylurethankonzentrationen in zunehmendem Maße gehemmt 
(Tabelle II und III, Abb. 5). Die Hemmungskurven ergeben im logarithmi- 
schen Netz gerade Linien mit mäßiger Streuung (Abb. 6). 


Tabelle IV. Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von Äthylurethan. — 

Substrat: Monobutyrin. — Temperatur: 37,5%, — Versuch in zwei Teilen 

ausgeführt. Serum und Urethan 2 bis 41, Stunden vor Beginn des Ver- 
suchs vereinigt. Spaltung bis 30 Minuten linear. 





Urethankonzentration c (Mol/Liter) EES 
|| 0,02, mol. | 0,042 mol. | 0,07, mol. | 0,12, mol. | 0,20, mol. | 0,34; mol. | 0,58; mol. | 1,0 mol. 
Nach 30 Minuten gebildete Buttersäure in Mikromolen 























ee u Er | e eese : 
4,33 392 | 366 | 318 | 286 | 228 156 | 119 | 037 
Bee Zon | 96 | 15,5 | 266 340 | 474 ¡ 640 | 726 d 
kee | 1,820- 1,977 — 1,155 |— 0,921 |— 0,690 |— 0,461 — 0,230 | 0,000 
(m = 1) | 
lgh | 0978| 1190: 1425| 1531 1,676) 1806 1,861 1,962 








02 0.4 06 0,8 tomo) 16 -1+ -12 -10 „ge -i6 
Athylurethan "Konzentration c br 
Abb. 7. Hemmungskurve Abb. 8. Hemmungskurve 
für Athylurethan. für Athylurethan im logarithmischen Netz. 


(Zu Tabelle IV : Monobutyrinspaltung.) (Zu Tabelle IV: Monobutyrinspaltung.) 
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Tabelle V. 


Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von Áthylurethan. — Substrat: 
Tributyrin. — Temperatur: 37,5% — Versuch in zwei Teilen ausgeführt. 
Serum und Urethan 2 bzw. 4 Stunden vor Beginn des Versuchs vereinigt. 





| Urethankonzentration c (Mol/Liter) 


Zeit | r -~ E 
| 0 o, mol, 0,04, mol.|0,070 mol. .0,12,m01.[0,20,mo1.10,34,mo1.'0,58,mol. 1,0 mol. 
EE E | . AHRENS ER SEE i _ 


(Minuten) l Gebildete Butteradure in Mikromolen 








" E | ! | i : 
15 | 801 7%: 654 556 489 432 312 180 0/05 
25 13,17 11,83 ' 1058 927 810 709 529 2,99 | 0,08 
Kunst zit, 0,531 0,479 0,429. 0,371 0,325 0,286 0,210 0,120 0,003 
(Mittel) ' | 
| 


Hemmmehl — 98 192 302 388 ¡46,1 op 77,5 1999 
i | 
loge —  —1/620 — 1,377: — 1,155 — 0,921!- 0,690 — 0,461'— 0,230! 0,000 
(m = 1)| 
ogh Ü — 099 1283 1480 1589 1664.1782 1889 2.000 


A 


Proz Hemmun 




















02. dé 06 08 10Mo//l 
Athulurethan Konzentration c 
Abb. 9. Hemmungskurve Abb. 10. Hemmungskurve 
für Athylurethan. für Athylurethan im logarithmischen Netz. 
(Zu Tabelle V: Tributyrinspaltung.) (Zu Tabelle V: Tributyrinspaltung, 


Die Hemmung durch Äthylurethan zeigt. zunächst das bereits bekannte 
Verhalten (Tabelle IV und V, Abb. 7 bis 10). Die Gestalt der A-c-Kurven 
ist hier für beide Substrate ziemlich ähnlich. Die log h-log c-Kurven 
haben — von oben angefangen — zuerst geradlinigen Verlauf, biegen aber 
bei etwa 28 Proz. Hemmung um und verlaufen von hier aus wieder 
geradlinig in einem Winkel von 45° zur Abszisse. Die Erscheinuny 
ist auch bei der Tributyrinkurve der Abb. 6 (Methylurethanhemmung ) 
angedeutet. Es scheint also, daß die Hemmung durch kleine Urethan- 
konzentrationen sich anders verhält als die durch mittlere und stärkere 
Konzentrationen. 
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Tabelle VI. Serumverdiinnung: 1: 100. — Einwirkung von Propylurethan. — 
Substrat: Monobutyrin. — Temperatur: 37,5% — Serum und Urethan 
30 Min. vor Beginn des Versuchs vereinigt. Spaltung bis 26 Min. linear. 











Urethankonzentration c (Mol/Liter) 








Nach 26 Minuten gebildete Puttersiure in Mikromolen 


| (l 


l 


3,37 2,16 18I Un > 0% 
Proz. Hemmung h. . ` 35,9 46,4 64,7 92,5 
lge (m= 1)... .  —21908 + —1,431  —0,954  —0,477 
ghan aaa l 1,555 1,667 ` 1,811 1.966 


Tabelle VII. Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von Propylurethan. — 
Substrat: Tributyrin. — Temperatur: 37,5% Serum und Urethan etwa 
4 Stunden vor Beginn des Versuchs vereinigt. Spaltung linear. 








Urethankonzentration c (Mol/Liter) 


E: m/128 | m64 | m32 © mio wn mu 


Nach 30 Minuten gebildete Buttersdure in Mikromolen 

















! 


8.00 739 673 55 | 476 383: 274 





Hi | 
Proz. Heınmung h 76 — 159 ; 311 40,5 52,1 65,8 
gem D... —2,107 |— 1,806 ;— 1,505 |— 1,204 '— 0,903 | — 0,602 
logh 222... ' 0881; 1201. 1493' 1607 1717 ' 1818 

















a -22 -20 -18 - 


Propy lurethan -Konzentration c 


355 JI, Hemmungskurven für Propylurethan. Abb. 12. Hemmungskurven für Propylurethan 
(Zu Tabellen VI und VII: im logarithmischen Netz. (Zu Tabellen VI 
Monos und Tributyr.nspaltung.) ` und VII: Mono» und Tributyrinspaltung.) 


Die Einwirkung von Propvlurethan führt zu dem entsprechenden 
Ergebnis wie die der beiden anderen Urethare (Tabelle VI und VIT, Abb. 11 
und 12). Auch das Umbiegen der log h-log c- Kurve tritt hier in gleicher 
Weise hervor. 
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Zusammenfassend können wir also sagen, daB die Gesetzmäßigkeit, 
nach der die Hemmung der Fermentwirkung von der Urethankonzen- 
tration abhängt — von kleinen Urethankonzentrationen abgesehen —, 
graphisch als Adsorptionsisotherme zum Ausdruck kommt. So gelangen 
wir zu der Vorstellung, daß die Verteilung des Urethans zwischen 
Ferment und Nichtferment auch bei der Serumlipase durch einen 
Adsorptionsvorgang bestimmt wird, unter der Annahme, daß die 
Hemmung der adsorbierten Urethanmenge proportional ist. 


Aus der Gesetzmäßigkeit unserer Kurven folgt zunächst die Beziehung: 

h = k.clln, (1) 

[k ist die prozentische Hemmung, c die Urethankonzentration!), E der 

Hemmungswert,d.h. die der Einheit der Urethankonzentration entsprechende 
Hemmung, Lin der Hemmungsexponent). 

Setzen wir nun k = œw .a, worin a den an das Ferment adsorbierten 
Anteil der Urethankonzentration, ® den Hemmungskoeffizienten des 
betreffenden Urethans bedeutet, so erhalten wir: 

a = kjo .clin, (2) 

Das Verhältnis k/w stellt den Adsorptionswert a dar, und der Hemmungs- 
exponent wird zum Adsorptionsexponenten. 

Was den besonderen Einfluß geringer Urethankonzentrationen anbe- 
trifft, so sahen wir, daß in diesem Bereich die log h-log c- Kurve in einem 
Winkel von 45° zur Abszisse verläuft. Die Konstante 1/n, die den Tangens 
dieses Winkels darstellt, wird daher gleich eins. Außerdem ändert sich die 
Konstante k. Gleichung (1) ergibt daher: 

h=k.c. (3) 

Die Hemmung ist also im Bereiche kleiner Urethankonzentrationen 
denselben proportional. Dies lassen die A-c-Kurven zum Teil deutlich 
erkennen. Man kann bei der Erklärung des Verhaltens an eine Verteilung 
im Sinne des Henry-Daltonschen Gesetzes denken. Die an das ,,Ferment- 
teilchen‘‘ angelagerten Urethanmoleküle dringen in das Innere desselben 
ein. Dies geht bis zu einer gewissen Sättigungsgrenze vor sich, worauf bei 
weiterer Erhöhung der Urethankonzentration die Fixation des Urethans 
nur noch durch Adsorption erfolgt. 


Bisher wurde jedes der drei Urethane für sich in seiner Wirkung 
untersucht. Die Ergebnisse besagen daher wenig über das Verhältnis 
der den einzelnen Urethanen entsprechenden Hemmungsgrößen zu- 
einander. Um diese Frage zu entscheiden, setzten wir Versuchsreihen 
an, in denen wir unter Anwendung der gleichen Verdünnung desselben 
Serums die Einwirkung sämtlicher drei Urethane in variabler Kon- 
zentration verfolgten. Die Serum-Urethanmischungen wurden dabei — 
aus zeitlichen Gründen — am Tage vorher angesetzt, über Nacht 


1) Daß wir an Stelle der Gleichgewichtskonzentration, die ce im 
Freundlichschen Adsorptionsgesetz darstellt, die Gesamtkonzentration 
setzen können, beweist, daß die adsorbierten Urethanmengen im Verhältnis 
zur Gesamtkonzentration schr gering sind, in Übereinstimmung mit späteren 
Befunden. 
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im Eisschrank gelassen und am folgenden Tage nach Wiedererwármung 
auf Zimmertemperatur zum Versuch benutzt. Das Resultat zweier 
derartiger Versuchsreihen — mit Mono- und Tributyrin — ist in 
den Tabellen VIII und IX und Abb. 13 bis 16 wiedergegeben. 


Tabelle VIII. 
Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von Methyl-, Äthyl- und Propyl- 
urethan. — Substrat: Monobu:yrin. — Temperatur: 37,6%. Versuch in 
drei Teilen ausgeführt. Serum und Urethane 20 bis 24 Stunden vor Beginn 
des Versuchs vereinigt. Spaltung nach 30 Minuten nicht mehr linear. 













Methylurethans 
konsentratien c (MoljLiter) 


Athylurethan» Propylurethan 
Konsentration c (Mol/Ljter) || konzentration c (Mol/Liter) 


m/16 | m/4 














332 32 | 271 | 2,39 1,77 | 1,22 
MER de 4 i 66,6 | 25,6 | 46,7 | 63,3 
Ze e |— 0,903— o, ‚02 0, ‚204|— 0,602|— 0,301|— 1,505|— 0,903|— 0,602 
= 1) 
GC h || 1,265) 11447| 1, 1,823) Lang) 1,669| 1,801 


& 





ng A 
g a 


Proz Hemmu 


mf mj m/2 mi 
Urethankonzentration € 
Abb. 13. Hemmungskurven für Methyl», Athyl. und Propylurethan. 
(Zu Tabelle VIII: Monobutyrinspaltung.) 





log € 
Abb. 14. Hemmungskurven für Methyl», Athyl» und Propylurethan im logarithmischen Netz. 
(Zu Tabelle VIII: Monobutyrinspaltung.) 
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Wie man sieht, gehorchen die Hemmungsgrößen der Richtung - 
nach durchaus dem von Z. Traube erkannten Gesetz der homologen 
Reihen, welches besagt, daß die Oberflächenaktivität und Adsorbier- 
barkeit von Gliedern einer homologen Reihe mit dem Ansteigen in 
derselben zunimmt. Athylurethan hemmt stärker als Methylurethan, 
Propylurethan stärker als Äthylurethan (Abb. 13 und 15). 


Die log h-log c- Geraden (Abb. 14 und 16) zeigen nach oben geringe 
Konvergenz. Ihr Abstand voneinander ist insofern verschieden, als in 
beiden Fällen die Propylurethangerade der Äthylurethangeraden etwas 
näher liegt als diese der Methylurethangeraden. Die sich hieraus ergebenden 
quantitativen Verhältnisse lassen sich am besten aus einer Zusammen- 
stellung der Konstanten k und Lin ersehen, wobei man Lin direkt durch 
Winkelmessung bestimmt und k nach der Gleichung: logk = log h — 1/n 
‚log c für sämtliche Punkte!) einer jeden Geraden berechnet und aus den 
Einzelwerten das Mittel nimmt. Tabelle X zeigt, daß der Hemmungswert k 
beim Übergang von Methyl- zu Äthylurethan stärker zunimmt als beim 
Übergang von Äthyl- zu Propylurethan. Der Hemmungsexponent 1/n 
nimmt vom Methyl- zum Propylurethan ab. 


Tabelle X. 


Urethan o a Ca/C1 


ay Versuch mit Monobuiytin,. 














Methylurethan . . . .|l 63,1 | 0,594 e 
i 09 
Athylurethen .... | 95,2 0,524 i 
| | 1,54 
Propylurethan ....| 1174 0,443 
b) Versuch mit Tributyrin. 
Methylurethan . .. . E 79,3 | 0,443 | Se 
" ’ 0 
Athylurethan ....; 112 | 040 ` 
| | 1,34 
Propylurethan . .. . 124,9 | 0,360 








Anschließend soll das Verhältnis der Konzentrationen gleicher Hemmung 
ermittelt werden, im Hinblick auf die von Traube betonte Regel, nach 
welcher die Konzentrationen gleicher Oberflächenaktivität und Adsorbierbar- 
keit von einem höheren zu dem nächstfolgenden tiefer stehenden Gliede 
einer homologen Reihe sich im allgemeinen um das Zwei- bis Dreifache 
erhöhen. Für die Hemmungen zweier aufeinanderfolgender Glieder der 
Urethanreihe gelten die Beziehungen: 


ehe, (1) 
hy = Ee. c31, (2) 


wobei wir für die Konstante 1/n, da sie für zwei aufeinanderfolgende Glieder 
ucht sehr verschieden ist, einen gemeinsamen Mittelwert annehmen wollen. 





1) Bei der Methyl- urd Athylurethangeraden der Abb. 16 sind die 
untersten Punkte aus ersichtlichem Grunde unberücksichtigt geblieben. 
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. Der Index 1 beziehe sich auf das höher stehende, der Index 2 auf das tiefer 


3 


nzahl 
Z 


Tropfe 


0 05 70 








stehende Glied. Betrachten wir gleiche Hemmungen, so wird h = h, 
Wir erhalten also: 
k, e clin = ko . Colin, (3) 
Daraus folgt: 
Lesen ln = Ek: 
oder 
C3/c, = (k,/ky)n. (4) 


Die Berechnung von c,/c, nach dieser Formel ergibt die in Tabelle X 
aufgeführten Werte. Man sieht, daß beim Übergang vom Äthyl- zum Methyl- 
urethan das Verhältnis c,/c, etwa der Traubeschen Regel entspricht, beim 
Übergang vom Propyl- zum Äthylurethan das Verhältnis kleiner ist als 
es die Regel verlangt. Aus den h-c-Kurven der Abb. 13 und 15 lassen sich 
diese quantitativen Verhältnisse nur unvollkommen ersehen. 

Vergleichen wir mit diesem Resultat die Oberflächenaktivität unserer 
drei Urethane an der Grenzfläche Wasser/Luft, so finden wir hier- 
von abweichende Zahlenverhältriss 
(Abb.17). Die Konzentrationen, welche 
gleiche Erniedrigung der Oberflächen- 
spannung bewirken, verhalten sich 
(im linearen Bereich der Tropfenzahl- 
kurven) für Äthyl-und Methylurethan 
konstant wie 1: 3,5, für Propyl- und 
Äthylurethan wie 1: 3,7}). 

Der Unterschied wird zum Teil 
darauf beruhen, daß die Adsorption 
an der postulierten Grenzfläche Fer- 
ment /Zwischenflüssigkeit sich anders 
verhält als die an der Grenzfläche 
Wasser (Luft, was zu einer Verschie- 
T bung des Verhältnisses der Adsorptions- 

Urethankonzentration(Moi/!) werte fúhrenkann. Ausdemabgeánder- 

Abb. 17. ten Verháltnis a,/a, ergibt sich — bel 

gleichem Hemmungskoeffizienten o — 

der entsprechende Quotient k,/k. und das Verhältnis c,/c,, wobei sich noch 

die eventuelle Veränderung des Adsorptionsexponenten geltend macht. 

Außerdem muß an die Möglichkeit gedacht werden, daß der unbekannte 

Hemmungskoeffizient ®, also die pro Einheit adsorbierten Urethans be- 

wirkte Hemmung, für die einzelnen Urethane verschieden ist, was auch 
bei nicht verändertem Verhältnis a,/a, eine Abänderung des Quotiente 
kı/k, zur Folge hätte. | 


Auf den Verlauf der Hemmungskurven scheinen konstitutive Ver- 
änderungen von gewissem Einfluß zu sein. Dies zeigt das Beispiel des 
Isopropylurethans (Tabelle XI und XII, Abb. 18 und 19). Die h-c-Kurve 


1) Von der Traubeschen Regel weichen diese Zahlen zwar etwas nach 
oben ab, stimmen aber im ganzen, namentlich wegen der annähernden 
Gleichheit beider Verhältnisse, besser mit ihr überein als die Verhältnisse 
der Konzentrationen gleicher Hemmung. 
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verläuft vor allem im Tributyrinversuch ein großes Stück ziemlich gerad- 
linig und — namentlich im Hinblick auf den veränderten Maßstab — sehr 
steil nach aufwärts, worauf sie umbiegt. Hier beginnt die eigentliche 
Adsorptionsisotherme, die im Tributyrinversuch fast ganz an das Ende der 
Hemmungsskala verlagert ist. Das Gebiet der linearen Abhängigkeit von 
Konzentration und Fermenthemmung ist hier also ziemlich ausgedehnt. 
Dementsprechend verläuft auch die log A - log c- Kurve ein beträchtliches 
Stück geradlinig in einem Winkel von ungefähr 45% zur Abszisse, um dann 
in eine andere geradlinige Richtung umzubiegen. Berechnet man für diesen 
letzteren Abschnitt die Konstanten 1/n und k, so erhält man für den Versuch 
mit Monobutyrin bzw. 0,30 und 259,8, für den Tributyrinversuch bzw. 0,079 
und 117,7. Auffallend ist der hohe Wert für k im Monobutyrin- und der 
niedrige für 1/n im Tributyrinversuch. Die relativ hohe Giftwirkung sehr 
geringer Konzentrationen von JIsopropylurethan kann, da wegen der 
Geradlinigkeit der h-c-Kurve in diesem Bereich das adsorptive Verhalten 
kaum eine Rolle spielen dürfte!), wohl nur als Ausdruck eines größeren 
Hemmungskoeffizienten gedeutet werden. Im Gegensatz dazu steht aller- 
dings das Verhalten im Gebiete der eigentlichen Adsorptionsisotherme. 


Tabelle XI. 
Serumverdünnung: 1:100. — Einwirkung von JIsopropylurethan. — 
Substrat: Monobutyrin. — Temperatur: 37,5% — Versuch in zwei Teilen 
ausgeführt. — Serum und Urethan 2 bzw. 4% Stunden vor Beginn des 
Versuchs vereinigt. Spaltung nach 30 Minuten nicht mehr linear. 











Urethankonzentration c (MoljLiter) 
0,0013 mol. | 0.002, mol. | 0,004, mol. | 0,009, mol. 
Nach 15 Minuten gebildete Ruttersäure in Mikromolen 





0,022, mol. 


























259 Am | 159 | 126 | 080 | 053 
Proz. Hemmung h. b 197 — 386 514 69,1 79,5 
We (m = 1) ... | — 2,886 | — 2699 | — 2,357 | — 2,004 | — 1,654 
logh o... . Län | 1,5587 1,711 1,839 1,900 
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< 
V60 
3 
€ 
$50 
Q 
340 
Ge 
El 
70 1; 
007 002 003 00+ ` 005M0o/! 


Jsopropylurethan -Konzentration c 


Abb. 18. Hemmungskurven für Isopropylurethan. 
St, un (Zu Tabellen XI und X/1: Mono» und Tributyrinspaltung.) 


1 .. D D D .. D zi en 
>) Im übrigen ist die Oberflächenaktivität des Isopropylurethans von 
gleicher Größenordnung wie die des n-Propylurethans. 
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Tabelle XII. 
Serumverdúnnung: 1:100. — Einwirkung von Jsopropylurethan. — 
Substrat: Tributyrin. — Temperatur: 37,5% — Versuch in zwei Teilen 


ausgeführt. Serum und Urethan 2 bzw. 41, Stunden vor Beginn des Versuchs 
vereinigt. Spaltung linear. 











Urethankonzentration c (Mol: Liter) 
d 0,002ymol. om 004, mol. 0 Lt, mol. o, 009, mol. '0,014;mol. 0, 022 22mol, 005 mol. 


Nach 15 Minuten gebildete Butterräure i in Mikromolen 
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| | 
Proz. Hemmung h 11,33 | 22,2 42.0 | 69,3 836 ¡ 87,9 | 92,6 
| e | 
loge (m = 2 | 5T — 1301 
logh... ee 2 '053) 1 "346 1.623 l 1841 l GES 19 1.907 
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Abh. 19. Hemmungskurven für Isopropyluretban im logarithmischen Netz. 
(Zu Tabellen XI und XII: Mono» und Tributyrinspaltung.) 





2. Das erste Stadium der Giftwirkung. 


In den vorangehenden Versuchsreihen war die Zeit, während der 
die Urethane auf das Ferment einwirkten, absichtlich nicht zu kurz 
bemessen, in dem Bestreben, bei Beginn der Versuche eine Vergiftung 
von konstanter und maximaler Stärke zu erzielen. Im folgenden haben 
wir nun umgekehrt danach getrachtet, den zeitlichen Verlauf der 
Vergiftung in ihren ersten Stadien zu prüfen. Dabei konnte die bisherige 
Versuchsanordnung nicht beibehalten werden, da selbst bei schnellstem 
Arbeiten der erste Teil der Vergiftungszeit durch die Vorbereitungen 
verloren geht. Hier bedienten wir uns mit Vorteil der früher ange- 
wandten Retorte, welche erlaubt, Ferment und Urethan zunächst 
getrennt zu halten, um dann die Vercinigung beider im Laufe des 
Versuchs herbeizuführen. | 

Serumverdünnung und Substrat werden im Trog miteinander vermischt 


und die Retorte mit 0,3 cem einer möglichst konzentrierten Urethanlösung 
beschickt. Die Retorte des für den Versuch ohne Urethan bestimmten 
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Troges enthält statt dessen 0,3 ccm Ringerlósung, um den Einfluß der 
Verdünnung zu eliminieren. Kontrollen werden wie gewöhnlich angesetzt. 
Das Gesamtvolumen der Flüssigkeit beträgt wieder 3ccm, so daß die 
(efäßkonstante dieselbe bleibt. In dieser Anordnung wird der Versuch 
begonnen und eine erste Ablesung gemacht, welche die Wirksamkeit des 
ınvergifteten Ferments in allen Versuchsgefäßen anzeigt *). Darauf wird die 
Retorte nach oben umgedreht und die Urethanlösung mit der im Troge 
befindlichen Flüssigkeit vereinigt, was den Beginn der Vergiftung bedeutet. 
Sodann folgen weitere Ablesungen. 







































































Tabelle XIII. 
` 2,4 ccm Serumverdünnung 1:80 + 0,3 ccm Honobutyriiemulsian (Temp. 37 A0) 
zi A \ B | C i Do 
0 i. A A e ; Be 
es ua i | aa. < vo i z va wi 
$E 83° EECH MEE pp 8 
u: a BEE, Eeer E EEN 
A A EGRET 
E 2 DZ el 2.0881 |: 
0 1,82 o IER 1,79 ESCH — | 1,79 lo, 179| — , 1,81 e 1811 — 
Il +0, eem i + 0,3 com | +03ccem į;  +03ccm 
 Ringerlösung © 4 mol. Methyl- 2mol.Äth ylurethan- 0, l mol. Isopropyl- 
| urethanlösung | lösung ‚ urethanlösung 
I5 2,67 0,167 | 2,39 ¡0,105'37,1| 2,46 0,123 26,4 2,62 |0,158| 5,4 
3 431 0,164. ` 3,33 0,094 | 42,6 3,49 0,103 ' 37,2 | 3.92 0,130 20,7 
5 596 0.165" 4,16 '0.083 Ki 4.23 10,074: 55,11 4,89 '0,097| 41,2 
Tabelle XIV. 
SZ 2,4 ccm Serumverdünhung 1 : 80 +03 dem Tribulyrinemulsion (Temp. 37,50) 
d A e B | CG | D 
-$ = meet e NO (wre ge z 
e E Ls 2, en e BIS pe 
ne “SZ E USE | E T 
o Ä | j " E | , 
5 6.09 0,405: 6,01 aaen — " 605 040 — 6,05 10,403] — 
l6 +03cem | + 0,3 cem | + 0, $ ccm o 0 3 ccm 
Ringerlósung . 4 mol. Methyl- ‚2mol.Äthylurethan- 0, 2mol. Igopropyl- 
!! urethanlösung | lösung | urethanlósung 
25 993 ¡0,384 " 841 |0,264:31,3" 8,55 8,79 | 0,280! 27,1 
35 13.70 10,377 ¡| 10,76 | 0,235 (37,7. 10,91 0.236 | 37 4 11.19 0,240 36,4 








_ Anmerkung zu Tabelle XIII und XIV: Das für die Serumverdünnung angegebene Ver. 
saltnis bezieht sich nicht auf die Gesamtverdünnung des Serums. Diese wird nach Zugabe von 
"3cm Monos oder Tributyrinemulsion 1:90, nach weiterer Zugabe von 0,3 ccm Urethanlósung bzw. 
Ringerlósung 1 : 100. — Die Geschwindigkeitskonstanten /t bezieben sich auf die einzelnen Zeit: 
mtervalle, indem für diese geradliniger Verlauf der Spaltung vorausgesetzt wird. 


1) Im allgemeinen sind wie in den hier mitgeteilten Fällen sämtliche 
Werte annähernd gleich, doch kommt es vor, daß schon vor Umdrehen der 
Retorten die Ausschläge in den Gefäßen mit Urethan etwas kleiner sind 
as in dem einen ohne Urethan, was wir auf ein geringes Überdestillieren 
des Trethans aus der Retorte in den Trog zurückführen möchten. 


Mıkromol Buttersäure 


A 
S. 
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Wie man aus Tabelle XIII ersieht, verläuft der Vergiftungsprozeß 
bei der Monobutyrinspaltung durch Methyl- und Äthylurethan ziemlich 
schnell. Schon 4 Minuten nach Vereinigung von Urethan und Ferment ist 
die Hemmung der Buttersäurebildung 
deutlich zu erkennen, und nach 
weiteren 20 Minuten erreicht sie un. 
gefähr die Größenordnung, die wir 
bei gleicher Urethankonzentration in 
vorangehenden Versuchen beobachtet 
haben. Beim Isopropylurethan er- 
folgt die Zunahme der Hemmung in 
weniger schnellem Tempo. Der ent- 
sprechende Versuch mit Tributyrin 
(Tabelle XIV) zeigt für sämtliche 
drei Urethane ein ziemlich rasches 
Ansteigen der Hemmung. Das gra- 
0 70 0 va  phische Bild dieser Vergiftung ist 





Ca 


20 3 
Zertin Minuten für Methylurethan in Abb. 20 wieder- 
Abb. 20. (Zu Tabelle XIV A und B.) gegeben. 


Wir sehen also, daß die Urethanwirkung auf Serumlipase im 
allgemeinen ziemlich schnell zur Geltung kommt, was mit der Vor- 
stellung einer Adsorption in gutem Einklang steht. Die maximale 
Hemmung wird zwar nicht sogleich, sondern erst nach einiger Zeit 
erreicht. DaB diese nicht allzu groß sein kann und jedenfalls geringer 
ist als die Einwirkungsdauer in den früheren Versuchen, geht aus 
folgendem, in Tabelle XV dargestelltem Beispiel hervor. Hier sind mit 
je einer Serum-Urethanmischung zu zwei verschiedenen Zeiten Ver- 
suche in der gewöhnlichen Weise angesetzt worden, mit dem Ergebnis, 
daß sich die Hemmungen nicht wesentlich unterscheiden. 


Tabelle XV. 
Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von Methyl-, Äthyl- und Iso- 
GE — Substrat: Monobutyrin. — Temperatur 37,5%. 











a) Serum und Urethane 4 45 Minuten vereinigt b) Serum und Urethane 190 Minuten vercinig 


HO mi2 | win | Ohe mil m/2 | an 
Methyl | | Athyl- "ornini Methyl. Athyl- Isopropyt 
| Urethan | 
urethan | urethan | urethan urethan urethan j- | urethan 






















Ohne 
Urethan 





[e 

o a ad _ 
xit ` 0,149 0,066 0,086 : 0,049 0,140 0,064 0,083 ` 0,044 
h — |557 , 423 |671 — 54,3 | 40,7 | 68.5 


3. Die Urethanwirkung bei variabler Fermentkonzentration. 























Adsorptionsvorgänge gewöhnlicher Art, wie die an Kohle, sind 
dadurch gekennzeichnet, daß die Adsorptionswerte unabhängig von 
der Konzentration sind, in welcher sich das — in konstanter Menge 
vorhandene — Adsorbens befindet. Oder anders ausgedrückt: Be 
konstanter Konzentration des Adsorptivs ist die Größe der Adsorption 
nur von der Menge des Adsorbens abhängig. und zwar dieser pro- 
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portional. Jn der Adsorptionsgleichung kommt dies darin zum Aus- 
druck, daB man von vornherein die Menge des Adsorbens eliminiert, 
indem man die Adsorption auf die Gewichtseinheit adsorbierender 
Substanz bezieht. Würde das Adsorbens in verschiedenen Konzen- 
trationen seine Eigenschaften als solches verándern, etwa seine Oher- 
fläche pro Gewichtseinheit oder gar sein spezifisches Adsorptions- 
vermógen, so wáre dieses Verfahren nicht zulássig, da auch der 
reduzierte Adsorptionswert dann mit jeder Konzentration ein anderer 
wäre. Es war nun von Interesse, zu untersuchen, wie sich der Ad- 
sorptionsprozeß, welcher der Hemmung der Lipase durch Urethan 
zugrunde liegt, in dieser Hinsicht verhält. Zu diesem Zwecke stellten 
wir Versuchsreihen mit konstanter Urethan- und variabler Serum- 
konzentration an. 


Die Serumkonzentrationen bilden geometrische Reihen. Verdünnungs- 
taktor: 1,4 und 1,5. Serumkontrolle ohne Substrat gewöhnlich nur für eine 
mittlere Konzentration angesetzt. Kontrollausschläge für übrige Kon- 
zentrationen berechnet. Sonst ist die Versuchsanordnung die gleiche wie 
in Kap. 1. 

Da das Gesamtvolumen der Flüssigkeit konstant 3 ccm beträgt, 
so ändern wir proportional mit der Fermentkonzentration auch die 
Fermentmenge. Wir können daher nicht wie vorher die Hemmung 
der Fermentwirkung einfach proportional der Menge adsorbierten 
Urethans setzen, denn der Ausdruck für die prozentische Hemmung 
enthält ja stets die Beziehung zur Spaltungsintensität des unver- 
gifteten Ferments und mithin zur Fermentmenge selbst!). Man hat 
also auch die Menge adsorbierten Urethans zur Fermentmenge in Be- 
ziehung zu bringen und die prozentische Hemmung proportional der 
relativen Adsorption zu setzen, die sich auf eine — willkürlich zu 
wählende — Fermenteinheit bezieht. Ist nun die relative Adsorption 
von der Fermentkonzentration unabhängig, verhält sich mit anderen 
Worten die Adsorption an das Ferment wie eine solche gewöhnlicher 
Art, so müssen wir fordern, daß die prozentische Hemmung bei gleicher 
Urethan- und variabler Serumkonzentration konstant bleibt. Die 
folgenden Tabellen und Abbildungen lassen jedoch erkennen, daß 
dies im allgemeinen nicht der Fall ist. 


no KK 
1) Setzen wir in der Gleichung: h = - -100. K, =m.F +b, 
0 
K = m. F’ +0 (vgl. Einleitung), wo F die Fermentmenge, F’ der noch 
; ; m . (F — F’ 
wirksame Anteil derselben bedeutet, so erhalten wir: h = qa See St - 100. 
m.F+b 


Wenn wir b wegen seiner Kleinheit gegen m . F vernachlässigen, ergibt sich: 
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In Tabelle XVI und XVIT und Abb. 21 sind zunáchst zwei Versuche 
mit m/2 und m/3 Methylurethan wiedergegeben. Von diesen zeigt der 
erste ein zunáchst langsames, dann schnelleres Ansteigen der prozentischen 
Hemmung mit abnehmender Fermentkonzentration. Ein hiervon ab- 
weichendes Verhalten fanden wir oft bei geringeren Methylurethan- 
konzentrationen : konstante Hemmung oder sogar leichtes Absinken 
derselben bis zu einer gewissen Serumverdünnung, sodann bei weiterer 
Herabsetzung der Fermentkonzentration kurzer u und darauf 
wieder geringer Abfall der Hemmung. 


1 hu] regu 
Tr ep 









È ga 





& 


Proz Hemmu 


6 8 
Fermentkonzentration 
[7 "Serumverd 1:1000) 
Abb. 21. Hemmungskurven für Methylurethan bei variabler Fermentkonzentration. 
(Zu Tabelle XVI und XVIL) 


Die drei folgenden Versuche mit Äthyl-, Propyl- und Isopropylurethan 
'Tabelle XVIII bis XX, Abb. 22) ergeben sämtlich eine deutliche Zunahme 
der Hemmung mit geringer werdender Fermentkonzentration. Die 
Hemmungsgrößen bewegen sich beim Äthyl- und Isopropylurethan innerhalb 
ziemlich weiter Grenzen. Sie liegen zwischen 42 und 95 Proz. beim Äthyl-, 
¿wischen 34 und 87 Proz. beim Isopropylurethan. Der Anstieg der 
Hemmungskurven vollzieht sich in beiden Fällen erst langsamer, sodann 
schneller und schließlich wieder etwas langsamer. Gegenüber diesem Ver- 
halten zeigt der Versuch mit m/10 n-Propylurethan nur eine mäßige Zu- 
nahme der Hemmung. Daß die Hemmungskurve unterhalb der für m/8 
Áthylurethan liegt, hat wegen der Verschiedenheit der Sera nichts zu 
bedeuten. 

Irgend eine Beziehung zur Art des Urethans weist der Verlauf der hier 
dargestellten Hemmungskurven nicht auf. 


Tabelle XVIII. 
Einwirkung von m/8Äthylurethan. — Substrat: Tributyrin. — Tem- 
ratur: 37,5%. — Versuch in zwei Teilen ausgeführt. Serum und Urethan 


2 bzw. 4 Stunden vor Beginn des Versuchs vereirigt. 








Serumverdünnung . 1:75 | 1:1125 | 1: 169 


| 
| 
| 





1: 253 aa fa 1: 380 
| 


Fermentkonzen- 


tration (1 — Serum- | 


i , 


IO 
d 
| 
| | 

















verdünnung 1l: 1000) 13,3 8,9 2,6 
Nach 25 Minuten ge- ie Üres | Ures | Üre. | que a | A| en e Unos 

bildete ButtersáGure then | than | than | than | han than || than | than |! than | than 

in Mikromolen . . || 10,30| 5,93 |720 3,631 4.68 E et om 0.07 
Proz. Hemmung h.. | — 424 | — 1496 | :60,5 en 830 : — '95.4 
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Was wir als allgemeines Ergebnis diesen Versuchen entnehmen 
können, ist demnach, daß — mit Ausnahme des einen Beispiels, das 
besonderer Erklärung bedarf — bei Abnahme der Fermentkonzen- 


S 


Proz. Hemmung 
S 





Fermentkonzentration (1* Serumverd 1:1000) 


Abb. 22. Hemmungskurven für Abel, Propyl» und Isopropylurethan bei variabler 
Fermentkonzentration. (Zu Tabelle XVIII bis XX.) 


tration eine kontinuierliche Zunahme der Hemmung erfolgt. Daraus 
müssen wir schließen, daß auch die relative Adsorption an das ‚‚Ferment‘“, 
Adsorption 
Fermentmenge 
tration ansteigen wird!). Ein solches Verhalten ist aber nur dann 
möglich, wenn entweder die relative Oberfläche, d. h. die Oberfläche 
pro Fermenteinheit, oder das spezifische Adsorptionsvermögen, d. h. 
die pro Oberflächeneinheit adsorbierte Menge, sich vergrößert. Da 
die letztere Möglichkeit als unwahrscheinlich auszuschließen ist, müssen 
wir folgern, daß die relative adsorbierende Oberfläche des Ferments 
von der Konzentration desselben in der Weise abhängt, daß sie sich 
mit abnehmender Konzentration vergrößert, mit zunehmender ver- 
kleinert2). 

Sprechen wir im Hinblick auf die kolloide Natur der Fermente 
von „Fermentteilchen‘‘ oder ,,Fermentmicellen*, die neben Begleit- 
stoffen den Träger der fermentativen Eigenschaften in sich schließen 
und an deren Oberfläche die Adsorption des Urethans stattfindet, 
so folgt aus obigem Ergebnis, daß — pro Fermenteinheit — die Zahl 


also der Quotient , mit abnehmender Fermentkonzen- 


1) Für Isopropylurethan ist dieser Schluß nicht einwandfrei, da die 
angewandte Konzentration im linearen Bereich der A-c-Kurve liegt (vgl. 
Abb. 18). 

2) Die ganze Überlegung gilt natürlich nur für das hier angewandte 
Konzentrationsbereich. 
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der das Ferment enthaltenden Teilchen mit sinkender Konzentration 
desselben zunehmen, ihre mittlere Größe daher abnehmen muß. Um- 
gekehrt ist das Verhalten bei steigender Fermentkonzentration, wobei 
wir eine Aggregation der Fermentteilchen annehmen müssen. Die 
hier aus dem Beispiel einer Fermenthemmung gezogenen Schluß- 
folgerungen stehen im Einklang mit Resultaten, die Lasnitzkt und 
L. F. Loeb!) bei der Adsorption kapillaraktiver Säuren an hydrophile 
Kolloide (Gelatine, Stärke) gewonnen haben. 


4. Die Frage der Reversibilität. 


Zu den wesentlichen Kennzeichen gewöhnlicher Adsorptions- 
prozesse gehört die Eigenschaft der Reversibilität. Trifft dieses Ver- 
halten auch für den hier angenommenen Adsorptionsvorgang zu, so 
bestehen zwei Möglichkeiten: 

1. Mit der Abnahme der adsorbierten Urethanmenge wird auch 
die Hemmung der Fermentwirkung geringer, 

2. Die Einwirkung des Urethans hat gewisse Veránderungen an 
dem Ferment hervorgerufen, die ihrerseits irreversibel sind. Daher 
wird die Hemmung auch nach teilweiser Fortnahme des Giftes in 
ihrer früheren Stärke weiterbestehen. 

Während also das Nachlassen der Hemmung durchaus für einen 
entsprechenden Rückgang der Adsorption spricht, sagt das Bestehen- 
bleiben der Hemmung nicht das Gegenteil aus. 

Um die Frage zu entscheiden, ob und inwieweit die Hemmung 
der Lipase reversibel ist, haben wir zunächst versucht, durch Agenzien 
verschiedener Art, welche selbst Urethan adsorbieren, dieses von dem 
Ferment abzulenken. Wie Lasnitzki und L. F. Loeb!) auf Grund stalag- 
mometrischer Untersuchungen gezeigt haben, werden kapillaraktive 
Säuren an hydrophile Kolloide, wie Stärke und Gelatine, adsorbiert, 
nach einer Gesetzmäßigkeit, die der Adsorptionsgleichung genügt. 
Daß auch Urethan in dieser Weise — wenn auch in geringerem Maße — 
adsorbiert werden kann, zeigt die folgende stalagmometrische Messung: 


Tabelle XXI. 
Merk mit der Tropipiperte nach Rona und Michaelis. 








Flüssigkeit I ee | Differenz 
Wasser. 2. 22 ....... 94 
m/l Athylurethanlösung . . 147 
l proz. Gelatinelösung . . . 95 
m/l Äthylurethanlösung. ; | 44 
l Proz. Gelatine enthaltend — 139 


1) A. Lasnitzki und L. Farmer Loeb, diese Zeitschr. 146, 96. 1924. 
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Während die Tropfenzahl des Wassers durch Hinzufügen von Äthyl- 
wethan in molarer Konzentration um 53 Tropfen vermehrt wird, beob- 
achtet man bei einer lproz. Gelatinelósung nur eine Erhöhung um 44 Tropfen. 
Diesen Unterschied müssen wir auf eine Adsorption des Urethans an die 
Gelatine zurückführen, wodurch ein Teil desselben von der Grenzfláche 
Wasser/Luft zurückgedrängt wird. 


Trotz dieses Verhaltens konnten wir durch Zugabe von Gelatine 
wu dem Serum-Urethangemisch die Hemmung der Fermentwirkung 
nicht beeinflussen, sei es, daß wir nach bereits begonnenem 
Versuch Gelatinelösung hinzufügten, sei es, daß wir diese zu- 
nächst mit Urethanlösung vermischten und nach einiger Zeit Serum- 
verdünnung hinzugaben. Einen Versuch der letzteren Art zeigt 
Tabelle XXII. 


Als Gelatine kommt gewöhnliche Handelsgelatine zur Verwendung, 
die in Ringerlösung aufgelöst wird. Außer den üblichen Kontrollen wird 
noch eine mit Gelatine in Ringerlösung angesetzt. Sie ergibt kleine positive 
Ausschläge, die in Rechnung gestellt werden. 


Tabelle XXII. 


Serumverdünnung: 1: 100. — Einwirkung von mid Áthylurethan. 

Endkonzentration der Gelatine: 1 Proz. — Gelatine vor Zugabe 

des Serums mit Äthylurethan 60 Minuten bei 37° vereinigt. 

Beginn des Versuchs nach weiteren 90 Minuten. — Substrat: 
Tributyrin. Temperatur: 37,5. 








| 
| 4. Serum 
| 3. Serum 
1. Serum + Gelatine | + Athylurethan | + Gelatine 


2. Serum 
+ Athylurethan 





Nach 30 Minuten gebildete Buttersciure in Mikromolen 





ke 
© 
pami 
Besch 
© 
00 
~] 


l 


2.68 | 2,84 
Proz. Hemmung *) ........ 14,7 | 13,9 


*) Bezieht sich auf den entsprechenden Wert ohne Urethan. 


Man sieht, daß die Hemmung bei Anwesenheit von Gelatine sich von 
der ohne Gelatine nicht unterscheidet. Auch mit Mastixlösung haben wir 
“nen entsprechenden Versuch angestellt, mit dem gleichen negativen 
Ergebnis. 

Eine andere Möglichkeit, das Urethan von der Lipase abzulenken, 
rblickten wir in der Hinzufügung von Invertuse zu dem Serum-Urethan- 
zemisch, also eines Ferments, dessen Hemmung durch Urethan eben- 
falls auf Adsorption beruht. Wie der folgende, mit Monobutyrin aus- 
zeführte Versuch erkennen läßt, tritt auch hierbei ein Unterschied 
in den Hemmungen nicht hervor. 
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Die zu dem Versuch benutzte Invertaselösung wurde aus untergáriver 
Hefe gewonnen, mit Ringerlösung verdünnt und mit Serum und Urethan 
gemäß den in der Tabelle angegebenen Endkonzentrationen vereinigt. 

Neben den gewöhnlichen Kontrollen wird eine mit Ringerlösung 
+ Invertase angesetzt, die kleine positive Ausschläge ergibt. 


Tabelle XXIII. 


Serumverdünnung: 1:100. — Einwirkung von m/2Äthylurethan. — 

Endverdünnung der Invertaselösung *): 1: 10. Beginn des Versuchs 2 Stun- 

den nach Herstellung der Mischungen, — Substrat: Monobutyrin. — 
Temperatur: 37,5°. 














y | 4. Serum 
2. Serum 3. Serum | + Athylurcthan 
+ invertase 


1. Serum + Invertase + Athylurethan 





Nach 15 Minuten gebildete ZAuttersäure in Mikromolen 








2,03 2,16 0,74 | 0,77 
Proz. Hemmung **) ....... 63,5 | 64,4 


*) 10 ccm der unverdünnten Invertaselösung ergaben mit 60 ccm 2 proz. gepufferter Robr. 
zuckerlósung (py = 4,7) nach 75 Minuten eine Drehungsänderung von 20 17,4” (19:cm-Rohr). 


1**) Bezieht sich auf den entsprechenden Wert ohne Urethan. 


Hier dachten wir zunächst daran, daß das Adsorptionsvermógen 
für Urethane bei der Serumlipase größer sein könnte als bei der Inver- 
tase. Hatte doch Meyerhof in seinen Untersuchungen mit Invertase 
wesentlich größere Urethankonzentrationen anwenden müssen, um 
Hemmungen von gleicher Größenordnung wie die hier gefundenen zu 
erzielen. Es schien daher von Interesse, auch den Gegenversuch anzu- 
stellen, also umgekehrt die Urethanhemmung von, Invertase durch 
Zusatz von Lipase rückgängig zu machen. Dabei wandten wir an 
Stelle des Serums einen aus Pankreas gewonnenen, mit Wasser ver- 
dünnten Glycerinextrakt an, um in relativ geringem Volumen — 
bei gleichzeitiger Herabsetzung des für die polarimetrische Unter- 
suchung störenden Eiweißes — eine größere Fermentmenge zu besitzen. 
Die Einzelheiten der Versuchsanordnung!) ergeben sich aus 
Tabelle XXIV. 


Das Resultat ist durchaus eindeutig. Wir sehen, daß die etwa 
39 Proz. betragende Hemmung der Invertasewirkung auf Rohrzucker 
durch Hinzufügung von Lipase — ungefähr 80 Lipase-Einheiten — 
nicht geändert wird. 


1) Für die Ausführung dieses Versuchs sind wir Herrn cand. phil. 
R. Ammon zu Dank verpflichtet. 


Wirkung der Urethane auf Serumlipase. 223 


Tabelle XXIV. 


l. 6ccm 50proz. gepufferte Rohrzuckerlósung (py = 4,7) + Beem Inver- 
taselósung*) + 46 cem H,O. — 2. 6ccm 50proz. gepufferte Rohrzucker- 
lösung (Pg = 4,7) + Scem  Invertaselósung + 28 ccm 2mol. Äthyl- 
urethanlösung + 8 cem H,O. — 3. 6ccm 50proz. gepufferte Rohrzucker- 
lösung (py = 4,7) + Beem Invertaselösung + 8ccm Lipaselösung ?) 
+ 38 cem H,O. — 4. 6ccm 50 proz. gepufferte Rohrzuckerlósung (py = 4,7) 
+ Beem Invertaselósung + 38ccm 2 mol. Äthylurethanlösung + 8 ccm 
Lipaselósung. — Temperatur: 37,5% — Rohrzuckerlösung einerseits, 
übrige Bestandteile andererseits 1 Stunde vorgewärmt; darauf Vermischung. 
Zur polarimetrischen Bestimmung Entnahme von 15 ccm, die mit 0,5 ccm 
gesättigter Sodalösung vermischt werden. 












































Zeit ; Drehung in Graden (19scmsRohr) 
(Minuten) | Nr. 1 | Nr. 2 I Nr. | Nr. 4 
0 Lo am (pp ' 580 | 56l 
90 en | Son 531 | 533 
270 4,28 4,93 4,40 4,79 
au Yo ag 0,90 1,40 0,82 
‚| i 





Aus den negativen Ergebnissen aller dieser Versuche können wir, wenn 
wir nur die erste der beiden genannten Möglichkeiten in Betracht ziehen, nur 
schließen, daß die sowohl an Lipase als an Invertase adsorbierten Urethan- 
mengen im Verhältnis zur Gesamtmenge so gering sind, daß die Anwesenheit 
eines anderen Adsorbens die Verteilung des Urethans nicht merklich be- 
einflußt. So erklärt es sich auch, daß wir beim Nachweis des Adsorptions- 
gesetzes an die Stelle der unbekannten Gleichgewichtskonzentration die 
Gesamtkonzentration des Urethans setzen konnten. 


War also auf diese Weise die Frage nach der Reversibilität der 
Urethanwirkung nicht zu entscheiden, so wies ein anderer Weg zu 
besseren Ergebnissen, nämlich der, durch Verdünnung des Serum- 
Urethangemisches einen Rückgang der Adsorption herbeizuführen. 
Zu diesem Zwecke werden für jeden Versuch zwei Serum-Urethan- 
gemische hergestellt, deren Serum- und Urethankonzentrationen 
sich — als Endkonzentration — wie 1:2 verhalten. Nach einer gewissen 
Zeit wird ein Teil der stärker konzentrierten Lösung im Verhältnis 1: 2 
mit Ringerlösung verdünnt, so daß wir nun drei Gemische haben, 
mit denen der Versuch angestellt wird: 

1. Ein Serum-Urethangemisch bestimmter Konzentration. 2. Ein 


anderes mit einer halb so starken Serum- und Urethankonzentration, das 
unabhängig von dem ersteren hergestellt ist. 3. Eine Mischung von gleicher 





1) Dargestellt aus untergäriger Hefe nach Michaelis, gereinigt nach 
Willstátter und Racke. 

2) 5proz. Glycerinextrakt von Schweinepankreas, 1:20 verdünnt 
(etwa 10 L.-E. pro Kubikzentimeter). 
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Konzentration wie die letztere, die wir aus Mischung 1 durch nachträgliche 
Verdünnung erhalten haben. Außerdem die entsprechenden Serumver- 
dünnungen ohne Urethan und Kontrollen. 

Bei der Verdünnung der Mischung 1 wird, da das im Versuch 
angewandte Flüssigkeitsvolumen konstant 3ccm beträgt, mit der 
Fermentkonzentration auch die Fermentmenge auf die Hälfte reduziert. 
Aber auch diese halbe Fermentmenge war ja vor der Verdünnung 
mit der doppelten Urethankonzentration in Kontakt, während die 
gleiche Fermentmenge in Mischung 2 von vornherein sich in der 
schwächeren Urethanlösung befand. Wenn daher die Urethanwirkung 
auf das Ferment nicht völlig reversibel wäre, müßte die Hemmung 
in Mischung 3 größer sein als in Mischung 2. Wie die beiden folgenden, 
mit Äthyl- und Propylurethan ausgeführten Versuche dartun, tritt 
jedoch ein derartiger Unterschied in den Hemmungen nicht hervor 
(vgl. die beiden letzten Spalten der Tabellen). 


Tabelle XXV. 


Einwirkung von Athylurethan. — Substrat: Tributyrin. — Temperatur: 
37,5%, Serum urd Urethan 2% Stunden vor Begirn des Versuchs vereinigt. 








| | 
Serumverdünnung . . E A VOR: DEN 1: 100 | \angem Steben 
Urethankonzentration O !m!2: O "mid  mj2 [1:2 mit Ringer 
Nach 15 Minuten ge- | | | lösung verdünnt 
bildete Buttersäure ' | 
in Mikromolen . . . ; 5,85 | 1,60 ! 3,12 1,310 | 112 
Proz. Hemmung . | | | — |726 ¡ — 647 |641 
Tabelle XXVI. 
Einwirkung von Propylurethan. — Substrat: Tributyrin. — Temperatur: 


37,5% Serum und Urethan 2 Stunden vor Beginn des Versuchs vereinigt. 





1 

] 
Serumverdúnnung . . | 1:100| 1: 100 | l; 2 l; wë 1: 109) Nach 60 Minuten 
| | lees 
Urethankonzentration ¡ 0 mj5' 0 ¡m/10: m/5 limas verdunnt 


Nach 15 Minuten ge- | | | 
bildete Buttersäure | | 
in Mikromolen . | 0,83 ` 





„| 7,16 | 0,68 AA 0,89 
| | 


Proz. Hemmung . . . — :905 ee 





749 |73,1 


Wir können daher schließen, daß die Hemmung der Serumlipase 
durch Urethane und mithin der ihr zugrunde liegende Adsorptions- 
prozeß — für die obige Dauer der Einwirkung — als reversibel zu 
betrachten ist. Der Einfluß der Urethane führt also anscheinend zu 
keinen tiefergreifenden Veränderungen des Ferments. . 
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Zusammenfassung. 


1. Es wird die Wirkung von Urethanen auf Serumlipase quantitativ 
verfolgt. Als Substrat kommt Mono- und Tributyrin zur Verwendung. 

2. Die Messung der Lipasewirkung geschieht durch manometrische 
Bestimmung der Kohlensäuremenge, welche durch die entstehende 
Buttersáure aus einer mit Bicarbonat angereicherten Ringerlösung 
ausgetrieben wird. 

3. Mit steigender Urethankonzentration ergibt sich eine zunehmende 
Hemmung der Fermentwirkung, deren Abhängigkeit von der Kon- 
zentration des Urethans — für mittlere und stärkere Konzentrationen — 
als Adsorptionsisotherme zum Ausdruck kommt. Es wird daher auf 
eine Adsorption des Urethans an das Ferment geschlossen. Für kleine 
Urethankonzentrationen ist die Abhängigkeit eine lineare. 

4. Das Verhältnis der durch Methyl-, Äthyl- und Propylurethan 
bewirkten Hemmungen zueinander gehorcht dem Gesetz der homologen 
Reihen. Die Traubesche Regel kommt dagegen nicht vollkommen 
zur Geltung. 

6. Ein abweichendes Verhalten gegenüber dem n-Propylurethan 
zeigt das Isopropylurethan. 

6. Der Eintritt der Vergiftung ist ein ziemlich schneller, wenn 
auch ihre maximale Stärke erst nach einer gewissen Zeit erreicht wird. 

7. Bei konstanter Urethan- und variabler Serumkonzentration 
findet man im allgemeinen ein Ansteigen der Hemmung mit abnehmender 
Fermentkonzentration. Aus diesem Verhalten werden Schlüsse auf 
die Änderung der adsorbierenden Oberflächen und den Zustand des 
Ferments in verschiedenen Konzentrationen gezogen. 

8. Die Urethanwirkung auf Serumlipase ist als reversibel zu 
betrachten. 


Bei der Ausführung der Versuche leistete uns Fräulein F. Strelitz 
wertvolle Hilfe. 
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Zur Kenntnis der Toxizität der Hoxosediphosphorsäure. 
Von 
Nikolaus Abelles. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener Physiologischen Universitäts- 
instituts.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1925.) 


Gelegentlich vergleichsweiser intraperitonealer Injektionen von 
hexosediphosphorsaurem Natrium einerseits, Dextrose andererseits bei 
Ratten zeigte sich, daß die mit einer Lösung des hexosediphosphorsauren 
Salzes injizierten Tiere innerhalb ganz kurzer Zeit ausnahmslos und 
regelmäßig unter den später zu beschreibenden Erscheinungen zugrunde 
gingen, während die Dextrosetiere alle am Leben blieben. 


Von den ausgeführten, vollkommen übereinstimmenden Versuchen sel 
folgender als Beispiel angeführt: 











A. Deztrosetiere. | B. Hexosediphosphorsduretiere. 
Gewicht der einzelnen Tiere: 90 bis 100g. 


Dextroselösurg: 5,9 proz. Lösung von hexosediphosphorsaurem 
Natrium: 11,3 proz. (Neutralisation 
und Sterilisierung siehe unter „Me- 


thodik“). 


4 Tiere bekamen je 5ccm dieser Lö- 
sung intraperitoneal (0,565 g). 


6. VI. Alle Tiere sind voll- € (——— => 








5. VL 4Tiere bekamen je 4 com 
Dextrose intraperitoneal. 





kommen normal. Zeit Zeit 
| der Injektion | des Todes | 

R.I....: 845 : 1015 

R.II... | 850 "` 945 

R. II .. | 9h 5’ 950 

R. IV... | Gig ` 95 


Mit Hinsicht auf die physiologische Bedeutung der Hexose- 
diphosphorsäure wurden zwecks näherer Untersuchung der Toxizitat 
dieser Substanz folgende Versuche ausgeführt. 


Methodik. 


Die zu injizierenden. Flüssigkeiten wurden durchweg gegen Lackmus- 
papier neutralisiert, und zwar hexosediphosphorsaures Natrium [Candiolin 
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der Firma Bayer € Co.!)], neutrales Salz mit einigen Tropfer, saures Salz 
mit entsprechend mehr NaOH, das schwach alkalische Dinatriumphosphat 
mit HC]. 

Zwecks Entkeimung wurden die Injektionsflüssigkeiten unmittelbar 
vor der Injektion in sterilisierten Gefäßen kurz aufgekocht; hier war beim 
Candiolin besondere Vorsicht geboten, da Lösungen desselben schon bei 
nur 1 Minute dauerndem Sieden deutlich karamelisiert werden. 

Die intraperitonealen Injektionen wurden etwa lcm breit unter dem 
linken Rippenbogen, entsprechend der Stelle zwischen Quercolon und Magen 
vorgenommen, die subkutanen unter der Haut des Rückens, die intra- 
muskuláren in der Oberschenkelmuskulatur der hinteren Extremitäten. 
Um ein Anstechen der nach Nahrungsaufnahme stark geblähten Därme zu 
vermeiden, wurden die Tiere vor intraperitonealen Injektionen stets 
24 Stunden lang ohne Futter belassen. 


Toxizitätsbestimmungen. 
A. Hexosediphosphorsaures Natrium. 

Um die letale Dosis der Hexosediphosphorsáure festzustellen, wurde 
eine Reihe von Serienversuchen ausgefúhrt. Als tódlich wurden durch- 
schnittlich 0,46 g des neutralen Natriumsalzes (entsprechend 0,152 y 
P,0;) pro 100 g Ratte befunden. Dabei ist zu bemerken, daß ganz 
beträchtliche individuelle Variationen bestehen, welche unter anderem 
sicherlich durch den Ernährungszustand der Tiere bedingt sind. Die 
hier angegebenen Zahlen sind demnach stets als durch eine größere 
Anzahl von Versuchen (im ganzen 26 Serienversuche) gefundene 
Mittelwerte zu betrachten. 

Das Vergiftungsbild, welches die mit letalen Dosen injizierten 
Tiere bieten, ist — kurz geschildert — folgendes: Gleich nach der 
Injektion sind die Tiere stark exzitiert, um schon nach wenigen Minuten 
ganz schlaff und stark dyspnoisch am Boden zu liegen, wobei die 
Reflexerregbarkeit sehr erhöht ist; nach ungefähr 1 Stunde beginnen 
sie am ganzen Körper zu zittern ; dabei sind die vorderen Extremitäten — 
oft im Sinne von Muskelschwirren — besonders stark beteiligt. Bald 
stellen sich heftige klonische Krämpfe der gesamten Körpermuskulatur 
ein, die Tiere beschreiben Rollbewegungen und gehen unter den be- 
schriebenen Erscheinungen zugrunde. Bei der Applikation subletaler 
Dosen treten die gleichen Erscheinungen, natürlich langsamer und 
mit geringerer Intensität auf, dann verfallen die Tiere in Mattigkcit. 
aus der sie sich allmählich erholen. 

Es liegt nahe, die Vergiftung durch Hexosediphosphorsäure als 
Phosphatvergiftung aufzufassen. Um beide Vergiftungsbilder mit- 
emander zu vergleichen, wurden folgende Toxizitätsbestimmungen 
mit Dinatriumphosphat ausgeführt. 





1) Näheres über dieses Präparat bei O. Fürth und J. Marian, (noch 
unveröffentlichte Arbeit). 


15 * 


228 N. Abelles: 


B. Dinatriumphosphat. 


Uber die Giftigkeit parenteral zugefúhrter Salze der Ortho- 
phosphorsáure sind in der Literatur widersprechende Angaben zu 
finden. 

Falck?) gibt an, dall bei intravenóser Applikation von Trinatrium- 
phosphat die injizierten Tiere (Hunde) ,,in allen Fállen etwas ergriffen 
waren‘, und daß „einmal eine Art Starrkrampf eintrat‘. Blake?) fand 
als toxische Dosis für Phosphorsäure 0,70 g pro kg. Binger?) bezeichnet 
intravenöse Injektionen von Natriumorthophosphat als tetanieauslösend, 
Starkenstein*) endlich untersuchte unter anderem die pharmakologische 
Wirkung parenteral gegebenen Orthophosphates und fand als toxische 
Dosis für 20g Maus bei intraperitonealer Injektion 0,8 bis 0,9 cem einer 
n/5 Lösung (das ist umgerechnet für ein Tier von 100g 0,038 bis 0,043 g). 

Andererseits geben Gamgee, Priestly und Larmuth®) an, orthophosphor- 
saure Salze seien ohne toxische Wirkungen. Schuliz®) bezeichnet die Natrium- 
salze der Orthophosphorsäure, subkutan injiziert, als völlig ungiftig, und 
Greenwald?) kann die Angaben Starkensteins (l.c.) über die Krämpfe er- 
zeugende Wirkung der Orthophosphate nicht bestätigen. 

Bei den ausgeführten Versuchen zeigte sich, daß Dinatriumphosphat, 
intraperitoneal injiziert, toxisch wirkt, wobei das Vergiftungsbild durch 
das Auftreten von Zittern, Muskelschwirren und Krämpfen, sowie sie 
von Starkenstein beschrieben werden, charakterisiert ist, also mit den 
durch Injektion von Hexosediphosphorsäure hervorgerufenen Erscheinungen 
weitgehend übereinstimmt. 

Dadurch erscheint die Annahme, daß die Vergiftung durch Hexose- 
diphosphorsäure eine Phosphorsäurevergiftung ist, gestützt. 

Als letale Dosis wurden durchschnittlich 0,20 g Na,HPO, (ent- 
sprechend 0,10 e P,O,) pro 100 g Ratte gefunden. Auch hier gilt das 
oben über die individuellen Schwankungen Gesagte. 

Der Vergleich der letalen Dosis von Hexosediphosphorsdure (etwa 
0.15 g P0, pro 100 g Ratte) mit der von Dinatriumphosphat (0,10 g P,O, 
pro 100g Ratte) zeigt, daß an Zucker gebundenes Phosphat weniger giftig 
ist als freies, und zwar verhält sich die Giftigkeit des ersteren zu der des 
letzteren, bezogen auf P,O,, etwa wie 2 zu 3. 


Diese Erscheinung dürfte durch die Annahme eines allmählichen 
Freiwerdens von Phosphat infolge Spaltung der Hexosediphosphor- 





1) C. Ph. Falk, Virchows Arch. 54, 173 bis 184. 

*) James Blake, Journ. of Physiol. V, 35 bis 44. 

3) Karl Binger, Journ. of Pharm. 10, 105 bis 120. 

D E. Starkenstein, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm, 77, 45 bis 82; 
Wien. klin. Wochenschr. 26, 1235. 

5) Arthur Gamgee, John Pricstly und Leop. Larmuth, Journ, of Anat. 
and Physiol. 11, 251. 

€) H. Schultz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 18, 174 bis 208. 

7) Isidor Greenwald, Journ. of Pharm. 7, 57 bis 61. 
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säure ausreichend erklärt sein. Ist doch die Spaltung von Hexose- 
diphosphorsäure sowohl im Organbrei als auch im Organismus in 
jüngster Zeit des öfteren nachgewiesen worden. 


Entgiltungsversuche. 
4. Mit Zucker. 

Es wurde in mehreren Versuchen gleichzeitig mit einer letalen 
Dosis von Dinatriumphosphat ein Überschuß von Lävulose (in einigen 
Versuchen subkutan, in anderen intraperitoneal) injiziert, um fest- 
zustellen, ob vielleicht die Giftigkeit des Phosphats durch Paarung mit 
Lávulose zur weniger giftigen Hexosediphosphorsäure herabgesetzt 
werden kann. 

Es gelang nicht, die mit Phosphat vergifteten Tiere mit Lävulose 
zu entgiften. Auch mit Dextrose in gleicher Weise durchgeführte Ver. 
suche ergaben ein negatives Resultat. Unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen findet sich also kein Anhaltspunkt für die Annahme einer 
Paarung von Phosphat und Zucker im Organismus. 


B. Mit CaCl,. 

Starkenstein (1. c.) konnte mit Phosphat vergiftete Tiere durch sub- 
kutane Injektionen von CaCl, — sowohl auf der Höhe der Vergiftung als 
auch vorher — retten. Er erbrachte so einen Beweis für die Annahme, 
daß die Phosphatvergiftung auf Kalkentziehung beruhe. 

Auch die Hexosediphosphorsäure ist ein Kalkfällungsmütel. Als 
solches wirkt sie auf Blut gerinnungshemmend: so gelang es, 2 ccm frisch 
aus der Vene entnommenen Blutes durch Zusatz von 1 cem einer dreiproz. 
neutralisierten Lösung von Candiolin in einer Eprouvette bei Zimmer- 
temperatur über 50 Minuten lang ungeronnen zu erhalten. 

Weder durch subkutane Injektionen von CaCl, (in verschiedenen 
Mengen und Konzentrationen sowie zu verschiedenen Zeiten in bezug auf 
die Phosphatinjektion), noch durch subkutane oder intramuskuläre In- 
jektionen des als besonders wirksam beschriebenen Calciumpräparates 
Ajenid (Calciumchlorid-Harnstoff) gelang es, die durch intraperitoneale 
Gaben von Na,HPO, vergifteten Tiere zu retten. 


Zusammenfassung. 

l. Hexosediphosphorsaures Natrium, Ratten intraperitoneal inji- 
ziert, wirkt toxisch. Die injizierten Tiere gehen unter den Erscheinungen 
einer Phosphatvergiftung zugrunde. 

2. An Zucker gebundenes Phosphat ist weniger giftig als freies, 

, und zwar verhält sich die Giftigkeit des ersteren zu der des letzteren, 
bezogen auf P,O,, etwa wie 2 zu 3. 

3. Für eine Entgiftung etwa durch Paarung von gleichzeitig bei- 
gebrachtem Phosphat und Zucker zu Hexosediphosphorsäure im 
| Organismus ergab sich kein Anhaltspunkt. 


Úber Kohlenstoffbestimmungen 
im Harn und in verdünnten, wässerigen Lösungen. 


Von 
0. Kauffimann-Cosla und J. Leibowitz. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin und aus dem I. chemischen Institut der Universität 
Berlin.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1925.) 


Anläßlich der Untersuchungen von A. Bickel und O. Kauffmann- 
Cosla über die dysoxydative Carbonurie?) war es nötig, im Laufe langer 
Zeiträume die tägliche Kohlenstoffausscheidung im Harne von Dia- 
betikern, wie von avitaminösen und normalen Hunden zu verfolgen. 
Zur Bewältigung der in die vielen Hunderte gehenden Analysen bedurfte 
es einer Methode, die einerseits sicher, andererseits aber auch genügend 
schnell arbeitete und keine umständlichen Vorbereitungen, insbesondere 
kein Konzentrieren des Harns, erforderte, da hierbei Kohlenstoff durch 
Verflüchtigung von Ammoniumcarbonat, hervorgegangen aus der Harn- 
stoffzersetzung, in Verlust geraten könnte. Somit schied die Mikroanalyse 
von vornherein aus; es zeigte sich auch, daß die Methode der nassen 
Verbrennung durch Chromsáure keine so konstanten Resultate lieferte, 
wie die Elementaranalyse. Nun stand der Anwendung dieses be- 
quemsten Verfahrens beim relativ kohlenstoffreichen, diabetischen 
Harn nichts im Wege; dagegen durfte es zweifelhaft sein, ob auch bei 
den nicht diabetischen und normalen Harnen vom C-Gehalt 1,5 bis 
0,4 Proz. in den zur Verbrennung gelangenden 0,3 bis 0,6 g Flüssigkeit 
genügende Kohlenstoffmengen vorhanden waren, um auf diesem Wege 
quantitativ bestimmbar zu sein. Es ist unseres Wissens bisher nicht 
versucht worden, die gewöhnliche Liebigsche Verbrennungsmethode 
auf wässerige Lösungen so geringer Konzentration anzuwenden. 


1) Bickel und Kauffmann-Cosla, Münch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 24, 
S. 976: Nr. 25, S. 1018; Deutsch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 24; Klin. 
Wochenschr. 4, Nr. 28, 1925. 
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Bei Kohlenstoffbestimmungen in solchen Harnen, von denen 
mehrere sowohl im Pathologischen Institut, wie auch gleichzeitig bei 
Herrn Prof. H. Pringsheim im Chemischen Institut vorgenommen 
wurden, ergaben sich durchweg gut übereinstimmende Resultate. Zur 
Entscheidung, ob die Methode bei so geringen Substanzmengen nicht 
systematisch zu hohe oder zu niedrige Werte liefert, wurden Kontroll- 
versuche an verdünnten Glucoselösungen angestellt. Ausgehend von 
einer Stammlösung, deren Zucker- und somit auch C-Gehalt wir auf 
titrimetrischem und polarimetrischem Wege genau ermittelten, stellten 
wir uns durch sukzessives Verdünnen Lösungen bekannter Konzen- 
tration bis herab zu 0,40 Proz. C her; jede Lösung erhielt einen Zusatz 
von anorganischen Salzen (NaCl, KH, PO, usw.), um sie auch in 
dieser Beziehung den Harnen anzugleichen. Schließlich wurden noch 
Blindversuche mit destilliertem Wasser vorgenommen. Nachstehend 
geben wir die Resultate: 


Harnverbrennungen: 


1. 0,91 Proz. C, 0,95 Proz. C (ausgeführt von O. Kauffmann-Cosla); 
0,92 Proz. C (ausgeführt von J. Leibowitz); 0,91 Proz., C, 0,95 Proz. C 
(J. Leibowitz). 

2. 0,94 Proz., 0,938 Proz. 

3. 


Analysen der Glucoselösungen: 











C Angewandte | 
theoretisch Lösungsmenge | CO, gefunden 
Proz. g g Proz. 
] 1,26 | 0,3712 0,0165 1,21 
2 1,10 0,3262 0,0141 1,18 
3 | 0,92 0,3117 0.0108 0,95 
4 0,92 0,3240 0,0128 ` 1,08 
5.084 0,4160 0,0122 0,80 
6 0,55 0,4234 0,0081 0,52 
7 0,55 0,3588 | 0,0076 | 0,57 
8: 0,46 0,3954 > 0,0065 | 0,45 
9 0,42 0,3737 | 0,0058 i 0,42 
10 0,42 | 0,3009 0,0048 0,44 
11 y 0,00 | 0,3462 0,0001 — 
12 0,00 | 0,4293 0,0002 — 


Wie ersichtlich, sind die Werte fast durchweg befriedigend, teil- 
weise sogar überraschend gut ausgefallen. Die Dauer einer Bestimmung 
beträgt nicht mehr als 1 bis 11% Stunden. Schützt man die Absorptions- 
apparate durch Asbestplatten gegen die vom Ofen ausstrahlende Wärme, 
so kondensiert sich die Hauptmenge des aus dem Verbrennungsrohr 
entweichenden Wassers in der vorderen Kugel des Chlorcaleium- 
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turmes und kann nach der Verbrennung auf mechanischem Wege 
entfernt werden, so daß das Chlorcalcium keiner allzu häufigen Kr, 
neuerung bedarf. 

Um gegen Zufallsfehler, die beim Arbeiten mit so geringen Substanz- 
mengen sich leicht ereignen können — wie z. B. bei der Verbrennung 
Nr. 4 — geschützt zu sein, ist es notwendig und wohl auch ausreichend, 
jede Bestimmung zweimal auszuführen. | 

Mit der Aufklärung der im Harne bei der dysoxydativen Carbonurie | 
ausgeschiedenen kohlenstoffreichen Verbindungen sind wir beschäftigt. | 





Über ein Tartaryl-hämin. 


Von 
Stefan Hajdu (Debreczen). 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der k. ungar. Universität 
Budapest.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von Partos!) wurde 1920 in diesem Institut durch Behandeln 
koagulierten Blutes mit ameisensáurehaltigem Methylalkohol ein 
kristallisierter Körper dargestellt; manche seiner Eig:nschaften ließen 
Partos annehmen, daß es sich um kristallisiertes Hämatin handle, 
obwohl] es sich durch andere Eigenschaften von Hämatin unter- 
scheiden ließ. 

Da kurz darauf der von Partos als Hämatin beschriebene Körper 
von Küster und Gerlach?) als Monomethylformylhydroxyhämin iden- 
tifiziert wurde, war es von Interesse zu erfahren, ob nicht auch 
andere organische Säurereste unter Bildung einer kristallinischen Ver- 
bindung in das Häminmolekül eingeführt werden könnten, um so 
eher, da Partos’ diesbezügliche Bemühungen unter Verwendung von 
a) Methylalkohol und Oxalsäure, b) Methylalkohol und Essigsäure, 
c) Äthylalkohol und Oxalsäure, d) Äthylalkohol und Ameisensäure 
fruchtlos blieben. 

Es ist mir gelungen, durch Einführen eines Weinsäurerestes in das 
Häminmolekül einen mikrokristallinischen Körper darzustellen, der, 
wenn nicht alle Anzeichen trügen, als eia Tartarylhämin anzusehen 
ist; warum der endgültige Beweis zurzeit noch nicht zu erbringen war, 
soll weiter unten gezeigt werden. 





1) S. Partoe, diese Zeitschr. 105, 49, 1920. 
2) William Küster und Adolf Gerlach, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 119, 98, 1922. 
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Darstellung. 


Das Verfahren ist ganz áhnlich dem, das von Partos zur Dar- 
stellung des Formylhámins angewendet wurde; die geringen Ab- 
weichungen, die allerdings nicht vernachlässigt werden dürfen, sind 
aus nachfolgender Beschreibung zu ersehen. 

Defibriniertes, durch Leinwand koliertes Rinderblut wird bis zu 
einem Gehalt von 1 Proz. mit Na,SO, versetzt und im siedenden 
Wasserbad unter fortwährendem Rühren zur Koagulation gebracht. 
Das Koagulum wird entweder mit der Hand oder mit einer Handpresse 
durch Leinwand gepreßt, der noch feuchte Rückstand in heißem Wasser 
verrührt, noch einmal abgepreßt, der auf Zimmertemperatur ab- 
gekühlte Rücktsand mit dem doppelten Volumen (als Blut verwendet 
wurde) 96proz. Methylalkohols, der 4 Proz. Weinsäure enthält, ver- 
rieben, aut einer Nutsche abgesogen und die kristallklare, dunkel-rot- 
braune Flüssigkeit in einem großen Becherglas mit einem Uhrglas 
zugedeckt auf dem Wasserbad gelinde erwärmt, und zwar so lange, 
bis sich die Flüssigkeit durch Bildung eines mikrokristallinischen 
Niederschlags getrübt hatte. Dies ist in der Regel in etwa einer 
halben Stunde der Fall. Haben sich binnen einer Stunde keine Kristalle 
abgeschieden, so hilft weiteres Erwärmen nicht mehr. 

Dieser Mißerfolg tritt nach meinen Erfahrungen dann ein, wenn 
das Koagulum allzu scharf abgepreßt und auch nachher noch beim 
Abkühlen an der Luft viel Wasser verloren hat. Man kann auch in 
solchen Fällen noch zum Ziele kommen, wenn man den sauren Extrakt 
mit etwa 8 Proz. destilliertem Wasser versetzt und wieder erwärmt. 

Man läßt die von Kristallen trübe Flüssigkeit 12 Stunden lang 
absetzen; nach Ablauf dieser Zeit hat sich ein Teil der Kristalle am 
Boden des Becherglases in lockerer Schicht zusammengeballt, ein anderer 
Teil haftet aber den Wänden an. Durch vorsichtiges Schütteln mit 
Glasperlen, wie es auch Küster und Gerlach tun mußten, läßt sich auch 
dieser Teil leicht wegbringen. Nun wird durch ein gehärtetes Filter 
gegossen, der Rückstand der Reihe nach mit Methylalkohol, Wasser, 
Äthylalkohol und zum Schluß mit Äther gewaschen und im Exsikkator 
über Schwefelsäure bei Zimmertemperatur getrocknet. Vom trockenen 
Filter sind die Kristalle der größten Menge nach leicht abzulösen. 

Die Bildung der Kristalle muß während des Erwärmens am Wasser- 
bad öfter kontrolliert werden, indem man von Zeit zu Zeit einen Tropfen 
vom Boden des Becherglases mittels einer Pipette heraushebt und 
mikroskopisch prüft. Es kann nämlich vorkommen, daß sich neben 
typischen gut entwickelten Kristallen auch weit heller gefärbte, 
amorphe Massen bilden; was namentlich dann der Fall ist, wenn das 
mit dem sauren Methylalkohol zu extrahierende Koagulum von vorn- 
herein zuviel Wasser enthielt, oder aber, wenn sich keine Kristalle 
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ausscheiden wollten und zum sauren Extrakt im Sinne des oben er- 
wähnten Behelfs vor dem abermaligen Erwärmen zuviel Wasser hinzu- 
gefügt wurde. Ein solches, durch amorphe Massen verunreinigtes 
Präparat ist natürlich unbrauchbar. Meistens geht aber die Kristall- 
bildung ganz glatt vor sich und sind in allen Gesichtsfeldern aus- ` 
schließlich ganz gleichmäßige Kristalle zu sehen. 


Physikalische Eigenschaften. 


Kristallform. Das Tartarylhämin bildet feine Nadeln, die immer 
sehr klein und meistens zu Rosetten oder Drusen vereinigt vorkommen. 
Die einzelnen Nadeln sind schon bei 400- bis 500facher Vergrößerung, 
die aus den schwarzen Drusen herausragenden Kristallspitzen oft aber 
nur unter Ölimmersion deutlich zu sehen. 


Löslichkeit. Vor allem ist zu bemerken, daß, soweit die Kristalle 
sich überhaupt lösen, der LósungsprozeB an frischen Präparaten 
leichter als an alten vor sich geht. Die Kristalle sind verhältnismäßig 
leicht löslich in schwacher, sogar in n/100 Lauge, im letzteren Falle 
aber erst nach längerem Stehen; desgleichen auch in 0,5 bis 5proz. 
Lösungen von kohlensaurem Natrium. Wird die alkalische Lösung 
neutralisiert, so scheidet sich, wie beim Partosschen Formylhämin, 
ein amorpher Niederschlag aus, der nicht mehr in die kristallisierte 
Form übergeführt werden kann. Nach Küster und Gerlach wird beim 
Lösen in der Lauge der Säurerest abgespalten. 


Leichter als Formy!hämin ist die Tartarylverbindung in Pyridin 
löslich, namentlich, wenn das an und für sich bereits feine Kristall- 
pulver mit dem Lösungsmittel im Achatmörser zunächst innig ver- 
rieben und dann einige Stunden lang stehengelassen wird. Wie beim 
Formylhämin, ist die Lösung in dünner Schicht olivengrün, in dicker 
Schicht rot gefärbt. Ein gewisses Lösungsvermögen kommt auch dem 
weinsauren Methylalkohol zu, ein schr geringer auch reinem Methyl- 
alkohol. Die Kristalle lösen sich in geringem Grade auch in Mineral- 
säuren und in starker Essigsäure. Sie sind unlöslich in Wasser, Äthyl- 
alkohol, Chloroform und Äther. 


Kristallwasser oder Alkohol ist nicht vorhanden. 


Schmelzpunkt. Zwischen 250 bis 300°C tritt Zersetzung unter 
Bildung von braunen Dämpfen auf. 


Lichtabsorption. Von zwei Präparaten wurden entsprechende 
Mengen genau abgewogen, in n/100 Natronlauge gelöst und die Licht- 
extinktion der Lösung längs einer größeren Strecke des sichtbaren 
Spektrums bestimmt. Der hierzu verwendete Apparat war das nach 
Martens und (Grünbaum modifizierte Königsche Spektrophotometer 
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(große Beleuchtungsvorrichtung), das seinerzeit von Prof. Hart!) 
justiert und kalibriert wurde. Als Lichtquelle diente eine starke Metall- 
fadenglühlampe. Der Objektivspalt wurde 0,1 mm breit genommen; 
der durch den Okularspalt begrenzte Spektralausschnitt hatte am 
roten Spektralende eine Breite von etwa 15, am blauen eine solche 


Spezifische Extinktionskoeffizienten. 





Präparat 





Spektral- 
stelle 





Nr. III Nr. VI 
C = 0,0194 Proz.| C = 0,0494 Proz. 











6459 Í 352 |! — 598,3 | 75 | 779 
625,5 | 654 6,35 5966 | 79 TU 
620,7 6.81 7,06 5034 | 782 7,62 
6159 | 736 7,50 590,3 | 791 7,56 
6121 | o 7,72 5825 | 764 | 7,30 
6112 | 7,76 Ge 5755 756 | 710 
6103 | 774 7,82 5685 | 729 | 6,98 
608,5 7,85 791 5615 | 732 7.06 
606,7 793; 7.9 5492 © 763 744 
605,0 802 ' 788 5374 8.24 8.09 
603,3 7.96 7,91 5270 9.06 8,70 
601,7 7,96 Ss 516.9 9,64 9,66 
6000 | 796 7,74 507,5 10/83 10.70 


O 


<x a 


Spezifische £xtınchionskoeizienten 
o 





von etwa 5uu. Die aus den Ablesungen berechneten Extinktions- 
koeffizienten wurden auf 0,1 proz. Konzentration umgerechnet und 
als spezifische Extinktionskoeffizienten einerseits in die Tabelle, anderer- 








1) P. Hari, diese Zeitschr. 95, 266, 1919. 
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seits als Ordinaten in ein Koordinatensystem aufgetragen, auf dessen 
Abszissenachse die Wellenlängen verzeichnet waren. Der Abbildung, 
in der auch die Lichtabsorption des Formylhámins dargestellt ist, ist 
zu entnehmen, daß zwischen Formylhämin und Tartarylhämin be- 
züglich der Lichtabsorption eine weitgehende Ähnlichkeit besteht. In 
der Lösung beider Körper ist ein recht breites, doch flaches Maximum, 
zwischen Rot und Orange gelegen, vorhanden; diesem folgt eine leichte 
Abnahme, worauf die Lichtextinktion violettwärts wieder steil ansteigt, 
ohne daß es möglich wäre, diese Steigerung bis zu einem Maximum 
zu verfolgen. Ein Unterschied zwischen beiden Körpern besteht darin, 
daß sich das Maximum am Tartarylhámin weiter rotwärts befindet 
als beim Formylhämin, und daß die Lichtabsorption am Tartarylhämin 
an der Stelle des besagten Maximums um etwa 14 Proz. stärker ist 
als am Formylhämin. 

Diese Unterschiede sind bei der Verschiedenheit der Säure- 
komponente begreiflich, können allerdings auch von Verunreinigungen 
der Präparate herrühren, auf die weiter unten noch zurückzukommen 
sein wird. E 

Bei der ungewöhnlichen Breite und Flachheit des Maximums war 
es schwer möglich, aus den spektrophotometrischen Daten die Stelle 
der größten Lichtabsorption genau anzugeben; immerhin kann gesagt 
werden, daß es sich an Präparat III zwischen den Spektralstellen 
596,6 und 603,3, an Präparat VI aber zwischen den Stellen 603,3 und 
608,5 befunden hatte, also bei etwa 600,0 bzw. 605,9 uu. 


Weit größere Sicherheit und bessere Übereinstimmung lieferte in 
dieser Beziehung die Bestimmung mittels eines Zeissschen Gitter- 
spektroskops, nämlich 603,8 am Präparat III und 604,1 yu am Prä- 
parat VI. Sofern es überhaupt zulässig ist, aus den recht divergierenden 
spektrophotometrisch ermittelten Maxima einen Mittelwert zu bilden, 
erhält man 603,0 uu, also annähernd dasselbe, wie am Gitterspektroskop. 

Bemerkenswert ist das vom obigen gänzlich verschiedene spektro- 
skopische Bild, das man von der Lösung in Pyridin erhält, indem hier 
zwei sehr deutliche Streifen wahrzunehmen waren, und zwar: 


Präparat III. Präparat VI.” 
1. Streifen bei 563,4 uu 1. Streifen bei 563,3 uu 
2. Streifen bei 542,2 uu 2. Streifen bei 542,5 uu 


Chemische Identifizierung. 


Die vielfache Analogie mit dem Partosschen Formylhámin ließ 
es als höchst wahrscheinlich erscheinen, daß wir es in der neuen 
kristallisierten Verbindung mit einem Tartarylhámin zu tun haben. 
Allerdings ist die Beweisführung nicht so einfach, wie dies Küster und 
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Gerlach am Formylhämin gelungen ist. Zunächst aus dem Grunde, 
weil es mir nicht gelang, die Weinsäure quantitativ abzuspalten und 
nachzuweisen. Andererseits ist auch von einer quantitativen Be- 
stimmung der einzelnen, das fragliche Molekül bildenden Atome nicht 
der einfache und sichere Aufschluß zu erwarten, wie beim Formyl- 
hämin, und zwar aus dem Grunde nicht, da man es nicht, wie beim 
Formylhämin mit einer einzigen Kombinationsmöglichkeit zu tun hat, 
sondern mit mehreren. Immer angenommen, daß auch das von mir 
dargestellte Präparat ein monomethyliertes Hydroxyhämin ist, sind 
zunächst die beiden folgenden Fälle möglich: 


A B 
Cs H;ı (C H,) O, N, Fe O—' O Ca H. (C H,) O, N, Fe O—' O 
| | 
CHOH CHOH 
| 
CHOH CHOH 


| 
COOH ` (,.H,(CH,)0,N,FeO0—0 


Weiterhin aber auch: 


C D 
Ca Ha, (C H,) O, N, Fe O— ` O Ca Hs, (C HA O, N, Fe O—C O 
| 
Co Hai (CH) O, N, FeO—CH Cze Hai (C H3)O N Fe O—CH 
| | 
CHOH C3 Hs, (C H;)O, N Fo O—C H 
C,H; (C H3) O, N; Fo 0—10 0O Caa Hai (C H3)O N, Fe O0—C O 
In den vier angeführten Fällen ist: 
A B C D 
C 60,10 Proz. 63,16 Proz. 64,21 Proz. 64,82 Proz. 
H 501 , 51, 515 , 518 , 
N 719 , T96 , 824 , 8,40 . 
Fe :- 719 „ 7,96 , 824 , 8,40 , 


Präparat V wurde in einem bestbekannten reichsdeutschen Labo- 
ratorium der Mikroanalyse unterzogen: 20,700 mg Substanz ergaben 
49,285 mg C O, und 9,500mg H,O: 5,690 mg Substanz ergaben 0,51 cem N 
bei 15°C und 713 mm Hg; 0,1046 g Substanz lieferten 0,0146 g Fe,0,: 
woraus sich berechnen ließ: 


Corrs eme o a 64,93 Proz. 
E dara ee BO: 3 
NA E ee. TO e 
Lorca aaa a as 9,77 Proz. 


Also stimmt der C-Gehalt sehr gut mit Formel D überein: im 
H-Gehalt sind die Differenzen zwischen den vier Fällen viel zu gering, 
als daß der Analysenbefund den Entscheid für den einen oder den 
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anderen Fall erbringen könnte; der N- und der Fe-Gehalt ist aber 
selbst für den N- und Fe-reichsten Fall D viel zu hoch. 

In den von mir selbst ausgeführten Analysen sind die C-Werte 
leider so divergierend (66,2, 64,3, 67,0 und 65,2 Proz.) ausgefallen, daß 
sie überhaupt nicht zu verwenden sind. Im übrigen ergaben diese 
Analysen folgendes: 

Praparat II. 0,1204 g Substanz lieferten 0,284 g CO,, 0,050g H,O 


und 0,0152 g Fe,O,; 0,1794 g Substanz lieferten 14,65 cem N bei 25,0% C 
und 746,4 mm Hg Luftdruck. 

Präparat III. 0,1227 g Substanz lieferten 0,294 g CO., 0,056 g H,O 
und 0,0155 g Fe,O,; 0,1928 g Substanz lieferten 15,55 com N bei 23.4% C 
und 748,9 mm Hg Luftdruck. i 

Präparat IV. 0,1081 g Substanz lieferten 0,266 g CO,, 0,052 g H,O 
und 0,0141 g Fe,0,. 

Präparat V. 0,1625g Substanz lieferten 0,395g CO,, 0,075g H,O 
und 0,0210 g Fe.O,; 0,1800g Substanz lieferten 15,2 cem N Fei 26,5% C 
und 747,3 mm Hg Luftdruck. | 

(Der Eisengehalt wurde an einigen Präparaten auch kolorimetrisch 
nach Veraschung und Schmelzen mit KHSO, nach Authenrieth und Funk!) 
bestimmt. In nachstehender Zusammenstellung sind diese Ergebnisse in 
Klammern gesetzt.) 


Die Berechnung ergibt: 





Präparat Nr. | on om | IV | y yI 
B he A A en a me et EE SES 
¡O 457 | 507 5,34 5,13 =: 
Na de 897 : 895 = 9,19 = 
Fe 8,84 (8,36) | 8,84 (902) 913 905 (8,14) 


Die C-Werte sind, wie erwáhnt, nicht zu gebrauchen; aus den oben 
angefúhrten Grúnden ist auch mit den H-Werten nicht viel anzufangen. 
Hingegen sind die N- und Fe-Werte allerdings hóher als selbst dem 
Falle D entsprechen würde; immerhin ist der Abstand gegen die für D 
berechneten Werte lange nicht so groß, wie in der auswärtigen Analyse. 

Wäre es gestattet, den C- und H-Wert der letzteren mit meinen 
eigenen N- und Fe-Bestimmungen zusammenzulegen, so dürfte man 
hieraus folgern, daß sich nach Formel D 4 Häminmoleküle mit einem 
Molekül der Weinsäure verbinden. 

Indessen darf nicht vergessen werden, daß die Abscheidung der 
Kristalle aus einem recht unreinem Medium erfolgt, daher nichts leichter 
ist, als daß sie trotz ihrer mikroskopischen Dimensionen Verunreini- 
gungen enthalten. Da Umkristallisieren oder auch nur Umfällen nicht 
möglich ist, kann an eine Reinigung nicht gedacht werden. 

Gewisse Unstimmigkeiten in den Ergebnissen der spektrophoto- 
metrischen Prüfung der Lichtabsorption sowie in denen der chemischen 


1) Authenrieth und Funk, Münch. med. Wochenschr. 59, 765. 
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Analyse können vielleicht auf diese Weise erklärt werden. Zu erwähnen 
wäre noch, daß in einem unter dem Deckglase mit Kochsalz und Eis- 
essig behandelten Präparat gut entwickelte Teichmannsche Kristalle 
zu sehen waren. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Hem 
Prof. P. Häri ausgeführt. Ein längerer Studienaufenthalt am oben 
genannten Institut wurde mir durch eine Zuwendung der Rockefeller 
Foundation ermöglicht, durch die auch die ansehnlichen Auslagen 
(für Reagenzien usw.) teilweise Deckung fanden. Der Leitung der 
Rockefeller-Foundation sei an dieser Stelle bester Dank quittiert. 





Über den Rhodangehalt im menschlichen Blutserum.: 
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Von 
Hans Schreiber. 


(Aus der medizinischen Universitätsklinik Frankfurt a. Main.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Veranlassung unseres Interesses für das Vorkommen des Rhodans 
im menschlichen Organismus war die Vorstellung der physiko- 
chemischen Bedeutung dieses Ions für den Organismus, wie dies jüngst 
von Westphal für die Behandlung der genuinen Hypertensionen (1) 
dargestellt wurde. Bei Verfolgung dieses Gedankens erweiterte sich 
die Fragestellung auch dahin, ob sich bei verschiedenen Konstitutions- 
typen (B-Typen, Hypothyreoidismus und anderen) gesetzmäßige 
Änderungen dieses im Reagenzglasversuch so wirksamen Ions finden 
ließen. 

Die Frage nach Entstehung, Vorkommen, Ausscheidung und 
Wirkungsweise des Rhodans im menschlichen Organismus hat in den 
letzten Jahrzehnten ein wechselndes Interesse gefunden; vor kurzem 
wurde sie von Lickint (2) erneut aufgegriffen. 


Was zunächst die Entstehung des Rhodans im Organismus anbelangt, 
so hesteht darüber auch zurzeit noch keine Klarheit, trotzdem in dieser 
Richtung zahlreiche Theorien aufgestellt worden sind. Während 
Gscheidlen (3) ursprünglich an keinen Rhodankreislauf glaubte, vielmehr 
annahm, daß Rhodan in den Speicheldrüsen entstehe und von diesen direkt 
wieder ausgeschieden werde, haben die anderen Autoren eine Entstehung 
anderwárts im Organismus angenommen. Wir erwähnen nur die Ansicht 
Bruylants (4), der an eine Entstehung des Rhodans beim Purinabbau 
glaubt (Adenin, Guanin), und die von Plochmann (5), der eine Entstehung 
aus Nitrilen annimmt, stets unter Heranziehung des leicht abspaltbaren 
Fiweifschwefels, der an den CN-Komplex zu CNS herantritt. Zu diesen 
beiden Fragestellungen sind auch bereits experimentelle Studien unter- 
nommen worden. So hat Willanen (6) neben Glykokoll in seinen Tierversuchen 
auch Adenin verfüttert und konnte bei letzterem keine deutliche Steigerung 
der Rhodanausscheidung sehen; wie er annimmt, seien die eingeführten 
Adeninmengen zu kleine gewesen. Zur Entstehung aus Nitrilen lieferten 
Beiträge Grober (7) und Lang (8). So sah (rober nach Verabreichung von 
blausäurehaltigen Medikamenten, z. B. Ol amygdal. amar., eine starke 
Vermehrung des Speichelrhodans. Lang, der in Tierversuchen die Ent- 
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giftung der Blausäure untersuchte, konnte dies erreichen durch Verabreichung 
S-abspaltender Verbindungen, vor allem durch Natriumthiosulfat, unter 
Bildung von Rhodan. Auch bei Verfütterung von Acetonitril und seiner 
Homologen trat starke Rhodanausscheidung im Urin auf. Auf andere 
Theorien wollen wir hier nicht eingehen. 

Die Entstehung im Organismus bzw. der Rhodankreislauf wird 
zweifelsohne gestützt und erwiesen durch Untersuchungen, die Rhodan 
in den verschiedensten Organen, Sekreten und Exkreten nachweisen 
konnten. So fand Muck (9) Rhodan im Nasen- und Konjunktivalsekret; 
Pollacci (10) im Magen- und Darminhalt; A. Meyer (11) im Schweiß und vor 
allem Edinger und Clemens (12) in Leichenorganextrakten (Leber, Pankreas, 
Nieren und Schilddrüse). 

Am besten untersucht, sowohl in normalen wie in pathologischen 
Fällen, ist die Rhodanausscheidung im Urin und Speichel. So wies Leared(13) 
1870 und @scheidlen (3) 1877 auf das konstante Vorkommen einer Schwefel- 
cyanverbindung im Urin hin und seitdem sind zu dieser Frage Untersuchungen 
geliefert worden von Grober (7), A. Meyer (11), Bruylant (4), Mense (14), 
Edinger-Treupel (15) u. a. Leichter als im Urin ist der Nachweis im Speichel. 
Über die diesbezügliche Literatur findet sich eine umfassende Zusammen- 
stellung in der jüngst erschienenen Arbeit von Lickint (2), in der vor allem 
auch in übersichtlicher Weise die Veränderungen des Speichelrhodans in 
pathologischen Fällen tabellarisch aufgezeichnet sind, von der wir, als für 
unsere späteren Untersuchungen in Betracht kommend, nur: folgendes 
herausgreifen möchten: 


Krankheit Speichelrhodan 
Phthise . . . . 2 2 2.2... vermindert 
Nephritis . . . . . . . . . vermindert 
Diabetes . . . . . . . . . unbeeinflußt-fehlend 
Basedow . ..... . vermehrt 
Fieber coco 2 28:8 & Sé 
Menses . 2 2 2 2 2 2 2 0. S 
Puerperium . 2 2 22020... E 


Was nun letzten Endes die Wirkung des Rhodans auf den Organismus 
anbelangt, so verfügen wir über Untersuchungen am Tier und am Menschen. 
So hat Paschkis (16) am Kalt- und Warmblüter Untersuchungen nach 
Rhodaneinspritzungen gemacht und deren Wirkung beschrieben; Diena (17) 
hat die Ausscheidung in einzelnen Sekreten nach Rhodanfütterung bei 
Hunden verfolgt. Am Menschen liegen derartige Untersuchungen vor von 
Meyer, der die Einwirkung von Rhodanverbindungen auf den Stoffwechsel 
beschrieb; Hausmann (18) teilte den Einfluß von Rhodanverbindungen 
auf die Harnacidität mit; Edinger-Treupel (15) stellte den Einfluß auf 
Temperatur, Atmung und Blutdruck fest, sowie die Zeitdauer der Aus- 
scheidung nach Aussetzen der Rhodanverabreichung. Edinger und 
Clemens (12) untersuchten in der oben zitierten Arbeit Organextrakte 
nach Rhodanfütterung. Pauli (19) hat dann auf Grund kolloid-chemischer 
Vorstellungen Indikationen für die Rhodantherapie aufgestellt und 
Dalmady (20) bringt 1912 die Indikationen für therapeutische Rhodan- 
verabreichungen. Endlich sind Vergiftungen nach Rhodan von Adler (21) 
beschrieben worden. 


Da nach den angegebenen Ansichten über die Rhodanentstehung 
im Organismus, als auch nach dem Nachweis von Rhodan in einzelnen 
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Organextrakten, ein Rhodankreislauf wohl als sicher anzunehmen ist, 
lag es nahe, dem Rhodan im Blute nachzugehen. Untersuchungen in 
dieser Richtung liegen bis jetzt nur wenige vor, einmal von Leared (13), 
der es lediglich qualitativ mit der Eisenchloridprobe nachwies und 
dabei schreibt, daß Serum relativ stärkere Reaktion ergibt als Gesamt- 
blut. Zweitens von Bruylant (4), der auch quantitative Bestimmungen 
ausfúhrte. Leider war uns diese Arbeit im Original nicht zugänglich, 
so daß wir über die von ihm angewandte Methode nichts erfahren 
konnten, die angegebenen Werte von 0,0008 bis 0,001 g pro Liter ent- 
stammen dem Referat der Bruylantschen Arbeit in Malys Jahres- 
berichte der Tierchemie (22). 

Die Fragestellung, die uns zu Rhodanuntersuchungen im Serum 
führte, war, wie eingangs erwähnt, eine physiko-chemische. Bekanntlich 
bildet das CNS-Ion das eine Endglied der Anionenreihe nach Hof- 
meister, stellt also, wie dies besonders von Pauli (19) betont worden 
ist, für Kolloide eine sehr wirksame Substanz dar. Allerdings wissen 
wir, daß für Eiweiße die stärkstwirkenden Ionen die H- und OH Lonen 
sind, hinter denen im Reagenzglasversuch die Wirkung der Neutral- 
salzionen zurücktritt. Nun hat aber der Organismus, wie aus zahl- 
reichen Arbeiten über die H-Ionenkonzentration erwiesen, eine sehr 
weitgehende Fähigkeit, seinen H- und OH-Ionenstand konstant zu 
erhalten. Dieses Vermögen geht so weit, daß sogar in Fällen von kli- 
nischer Acidosis nur relativ geringe Schwankungen in der H-Ionen- 
konzentration auftreten, so daß man sogar in solchen Fällen nicht 
von saurer Reaktion des Blutes reden darf [Schade (23)]. Können wir 
also die H—OH-Ionenkonzentration als nahezu konstant betrachten, 
so gewinnen allerdings die Neutralsalzionen erhöhte Wirksamkeit. 

Hofmeister (24) konnte u.a. an Scheiben aus Gelatinegallerte, die 
er in äquivalente Lösungen der verschiedenen Ionen der lyotropen 
Reihe brachte, den Einfluß derselben auf die Quellung und Ent- 
quellung verfolgen, wobei unter den Anionen bei gleichbleibendem 
Kation die Tartrat-Acetat-Ionen am stärksten entquellend, die Rhodan- 
ionen am stärksten quellend wirken. Pauli (19) ist es gewesen, der 
dann den Einfluß der Neutralsalzionen auf Eiweiß genauer untersucht 
hat und dafür den Hofmeisterschen lyotropen Reihen entsprechend 
Fällungsreihen fand, die sich für die Anionen ordnen: SO,—HPO,—. 
CH¿COO—CI—NO¿—Br—J-—CNS, wobei das Fällungsvermögen 
von links nach rechts abnimmt, so daß also Sulfationen am stärksten 
fällend, die Rhodanionen am meisten der Fällung entgegenwirken, 
in starker Konzentration sogar Eiweißlösungen aufhellen. 

Die Kationenreihe nach abnehmendem Fällungsvermögen geordnet, 
ergibt: Li—Na—K-—Rb-—Cs für die Alkalimetalle, Ba— Sr— Ca—Mg 
für die Erdalkalien. 
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Fast dieselbe Reihenfolge konnten Porges und Neubauer (25) fiir 
den EinfluB der Neutralsalzionen auf Lipoide finden. 

So liegen die Verháltnisse bei alkalischer Reaktion — bei saurer 
Reaktion dreht sich die Wirkungsweise der lyotropen Reihen genau 
um —, wobei allerdings wichtig ist, zu betonen, daß bei alkalischer 
Reaktion im Vordergrund der Wirksamkeit die Kationen stehen und 
die Anionen zurücktreten. Wie aus den zahlreichen Arbeiten, die sich 
mit Ionenbestimmungen im Serum befaßten, hervorgeht, findet sich 
in der Tat eine weitgehende Konstanz der Kationen im Serum, jedenfalls 
stellt der Organismus bei Verschiebung seiner Kationenkonzentration 
schnell seine Kationen-Isoionie wieder her, während das für die Anionen 
nicht zutrifft. Bekannt sind die starken Schwankungen der Car- 
bonationen (Puffersubstanzen) und es scheint dies auch für die Phosphat- 
und Chlorionen zuzutreffen, soweit man die Resultate der Aschen- 
analysen als Ausdruck des wahren Serumionengehaltes ansehen kann. 
Dies scheint nach den Arbeiten Ronas und seiner Mitarbeiter (26) für 
die bisher untersuchten Anionen allerdings zulässig zu sein, da sie, im 
Serum als Ionen elektrolytisch gespalten, in echter Lösung vorhanden 
sind. Diese Schwankungen sind so weitgehende, daß Schade direkt von 
einer „Freiheit der Anionen“ spricht. Ob man für das Serum die 
Wirkung der bei alkalischer Reaktion geltenden Fällungsreihen auf 
Eiweiße und Lipoide anwenden darf, scheint nach Schade erlaubt, 
obwohl, wie in genauen Untersuchungen der H—OH-Ionenkonzen- 
tration gezeigt werden konnte, die aktuelle Reaktion des Serums eine 
nahezu neutrale ist. 

Wenn also auch nach diesen theoretischen Betrachtungen eine 
allzu große Wirksamkeit des physiologisch vorhandenen Rhodans 
nicht zu erwarten war — Zurücktreten der Anionenwirksamkeit bei 
alkalischer Serumreaktion —, so war es doch von Interesse, nach- 
zusehen, ob man größere Schwankungen im Rhodangehalt fest- 
stellen würde und ob dieselben gewisse Konstanz bei verschiedenen 
Konstitutionstypen zeigten. Zweitens aber war es für uns wichtig, eine 
genaue Kontrolle unserer Rhodantherapie beim Hypertonus zu be- 
sitzen, die von den Gesichtspunkten ausging, wie sie Westphal in der 
einleitend erwähnten Arbeit eingehend darlegt, der herabgesetzten 
Permeabilität beim Hypertoniker, der dauernden Entquellung der 
Kolloide durch Hypercholesterinämie einen Gegenpol zu schaffen in 
dem stärkstquellenden, also permeabilitätssteigernden Ion, dem Rhodan. 
Wir wollten versuchen, nachzuweisen, wann und wie hoch Rhodan im 
Serum erscheint, wie lange es erhöht nachweisbar bleibt und bis zu 
welchen Serumkonzentrationen es ohne Allgemeinerscheinungen ver- 
tragen wird. Es war ja nach den bekannten oben erwähnten Anionen- 
schwankungen zu erwarten, daß wir hier viel größere Schwankungen 
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ohne Intoxikationserscheinungen erleben wiirden, als das bei einem 
entsprechenden Kation der Fall sein müßte. 

Bei den Serumuntersuchungen verwandten wir eine kolorimetrische 
Methode. Versuche, mit titratorischen und gravimetrischen Methoden 
weiterzukommen, miflangen. Die Rupp-Thielsche jodometrische 
Methode z. B. zeigte sich deshalb als nicht anwendbar, da in Kontroll- 
vorversuchen Tyrodelösung bereits eine gewisse Menge Jodlösung 
zu binden vermag. Gravimetrische Bestimmungen, die darauf be- 
ruhten, bei saurer Reaktion dem CNSH durch Oxydation mit Brom- 
wasser seinen Schwefel abzuspalten und denselben zu SO, zu oxydieren 
und mit Ba Cl, als BaSO, zu fällen, lieferten bei den minimalen Rhodan- 
mengen und den immerhin nur kleinen zur Verfigung stehenden 
Serummengen zu geringe Niederschláge, um eine Wágung zu er- 
möglichen. Beim Ausarbeiten unserer kolorimetrischen Methode ver- 
suchten wir zunächst die von Solera (27) angegebene Reaktion, bei 
der ein Nachweis von 0,0004 mg Rhodan noch möglich sein soll, was 
wir jedoch nicht bestätigen können. Daher haben wir uns der am meisten 
angewandten Eisenchloridprobe zugewandt. In der für gewöhnlich 
gehandhabten Form war dieselbe nicht brauchbar, da die Zusammen- 
setzung FeCl, und HCl auch in starker Verdünnung stets eine gelb- 
grüne Farbe zeigt, die die feinen Farbreaktionen, die die minimalen 
Serumrhodanmengen geben, völlig verdeckt. Wir haben deshalb das 
Ferrireagens so modifiziert, daß wir an Stelle des FeCl, Fe(NO,), ' 
und anstatt Salzsäure n/l0 Salpetersäure benutzten. Diese Mischung 
Fe(NO,), und n/10 HNO, zu gleichen Teilen, die gelbe Farbe zeigt, 
wird nun mit 20 Proz. HNO, so lange versetzt, bis die Lösung farblos 
wird. Dies bedeutet einen Zusatz von 1 bis 2 Tropfen 20 proz. HNO, 
pro ccm Ferrireagens. Demnach ist die Zusammensetzung des gebrauchs- 
fertigen, farblosen Ferrireagens: 

10 ccm 10proz. Fe(NO,),, 
10 ccm n/lOHNO,, 
30 Tropfen 20proz. HNO,. 

Die zweite Schwierigkeit lag in dem Serum selbst begründet. Da 
die Probe bei saurer Reaktion ausgeführt werden muß, kann wegen 
der Sáurefállung des Serumeiweißes nur ein eiweißfreies Filtrat in 
Frage kommen. Auch war die Eigenfarbe des Serums (Bilirubin und 
Serolutein) störend. Deshalb wurde dann eiweißfreies Trichloressig- 
säurefiltrat verwandt, indem wir Serum mit gleichen Teilen 20 proz. 
CC1,COOH versetzten und filtrierten. In diesem dann farblosen, 
wasserklaren Filtrat können wir nur noch das ionogene Rhodan nach- 
weisen, denn bei der Ausfällung geht der Bestimmung nicht nur das 
etwa an Kolloide gebundene Rhodan verloren, sondern es besteht die 
Möglichkeit, daß an Kolloid absorbiertes Rhodan mit in den Niederschlag 


246 H. Schreiber: 


gerissen wird. Unsere sámtlichen Untersuchungen beziehen sich also 
lediglich auf echt gelöstes ionogenes Rhodan. 

Mithin gestaltet sich die von uns angewandte Methode folgender- 
maßen: 

2 ccm Serum werden mit 2ccm 20 proz. Trichloressigsäure versetzt. 
gut geschüttelt und durch ein kleines, gut angefeuchtetes Blauband- 
filter filtriert. (Filtrat muß wasserklar sein.) Dem Filtrat werden 
15 Tropfen des oben angegebenen Ferrireagens zugegeben, wobei dann 
Töne von Blaßgelb bis Blaßgelbrot auftreten. Diese Farbreaktion 
entspricht der Reaktion der Rhodanmenge, die in 2ccm Serum vor- 
handen ist. Diese Farblösung wird in einem Autenriethkolorimeter 
gegen einen geeichten Keil abgelesen. 

Der Keil enthält eine 1 mg-proz. Rhodankalilósung, der pro ccm 
10 Tropfen Ferrireagens zugefügt werden. Zur Farbkorrektur geben 
wir noch, dem Serumgehalt etwa entsprechend, pro 10 ccm Keil- 
flüssigkeit 1 ccm einer 9 proz. NaCl-Lösung hinzu, da bei Anstellung 
der Reaktion im Serum, bedingt durch den Cl-Gehalt des Serums, 
FeCl, entsteht, das durch etwas grünliche Töne sonst die Ablesung 
bei Farbgleichheit erschwert. Diesen mit eben genannter Zusammen- 
setzung gefüllten Keil haben wir geeicht gegen eine Rhodankalilösung. 
die pro ccm enthält: 0,01 mg bis 0,0005 mg Rhodankali. 

Die abgelesenen Werte als Ordinate, die Rhodanmengen als Abszisse 
` eingetragen, ergibt folgende Kurve: 
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Abb. 1. 1 mm = 0,00005 mg Rbodankali = 0,00003 mg CNS. 


Der Ablesewert der Kurve entspricht der Rhodanmenge in 2 cem 
Serum, bezogen auf entsprechende Mengen CNSK, der Rhodan- 
ionengehalt berechnet sich hieraus entsprechend dem Molekulargewicht. 
Demnach enthält 0,01mg CNSK 0,006mg CNS; die so umgerechneten 
Rhodanmengen sind auf obenstehender Kurve angeführt. 

Hervorgehoben muß werden, daß die Keilflüssigkeit sehr schnell 
abblaßt, so daß man sie spätestens jeden dritten Tag frisch ansetzen 
muß. Auch die vollendete , Rhodanreaktion* im Serumfiltrat ist nicht 
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lichtbestándig, so daß die Ablesung spätestens 5 bis 10 Minuten nach 
Zugabe des Reagens ausgeführt werden sollte. 

Die nun folgenden Befunde haben wir alle mit der eben geschilderten 
Methode erhalten ` wir haben jedesmal 2 Proben angesetzt, um Kontroll- 
ablesungen zu haben und außerdem zur Prüfung der Fehlerquellen 
der Methode bestimmte bekannte Rhodankalimengen dem Filtrat 
zugegeben, abgelesen und den gegebenen Rhodankaliwert davon ab- 
gezogen. Dabei fanden sich relativ geringe Differenzen zwischen Original- 
ablesung und Kontrolle. Dafür einige Beispiele: 





E Ee emer Seege 
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Fall Diagnose ' Rhodankaliwert Menge Gesamtwert 

E | im Filtrat mg mg | mg mg 
LIW. Q Lange... | 0,001mg/2ccm| 0,002 | 0,002 95 |0,000 95 |— 0,000 05 
2R. Q | Mitralstenose . . | 0,0017 mg | 0,002 | 0,003 8 + 0,000 1 
3F. 9 | Fibre. Te... | 0,0008 , | 0002 | 0,0028 e 
4H. œ ¡Scharl«Rekonv.1) || 0,0035 „ 0,002 | 0,005 4 — 0,000 1 
5K. e || Apoplexie 2). . . | 0,0018 „ ; 0,002 ` 0,003 7 — 0,000 1 
6B. Q 'ScharisRekonv. . | 0,001, , 0,002 | 0,003 6 
1J. 9 | Uleus duodeni. . | 0,000 75 „ 0,002 ' 0,0028 + 0,000 05 
8D. 9 | Fibr. Tbc... .. | 0,0017 , | 0,002 | 0,0036 ‚0,0016 ¡—0,000 1 
9K. o | Fibr. Ten... | 0,00075 > | 0.002 | 0,0027 10,0007 |—0,000 05 
IMM. gr | Fibr. Tbc.1) . . . | 0,0012 >” | 0,002 | 0,0032 ¡0,001 2 ð 








1) Mäßiger Raucher. — 2) Mäßiger Raucher. — 3) Nichtraucher. — +) Nichtraucher. 


Unsere Untersuchungen erstrecken sich auf Sera von 225 Pa- 
tienten, 143 Frauen und 82 Männer. Die als Normalfälle bezeichneten 
umfassen Rekonvaleszenten nach leichten Anginen und Grippen ohne 
Komplikationen. Die Fälle sind nach verschiedenen Krankheitsgruppen 
zusammengestellt. 

A. Frauen. 

Untersucht wurden 74 Normalfälle, 6 Menstruierende und Gravide, 
1 akute Infekte, 10 Hypertoniker, 18 Magen-Darmkranke und einige 
Fälle von Lues seropositiva, Diabetes, Vitien und fibröser Tuberkulose. 

Einen für den Rhodangehalt wesentlichen, ja wesentlichsten Faktor, 
das Rauchen, konnten wir bei allen untersuchten Frauen ausschließen. 
Die gefundenen Werte schwanken zwischen 0,015 mg-Proz. und 0,05 mg-Proz. ; 
sie verteilen sich bei den angeführten Krankheitsgruppen folgendermaßen: 


RS a a; 















Rhodan in my»Proz. 



























Disgnose || unter 0,025 mg»Proz. 0,025—0,04 mg+Proz. 0,04—0,06 mg-Proz. 
Normale... . ! 21 Fälle — 29 Proz. 46 Fälle — 63 Proz. | 6Fälle — 8 Proz. 
Menstr., Gravid. | Lë =16 „ | 3, =50 , .2,=383 „ 
Infekte ... .1 1, =M , 4, =58 ,|2,=2B8, 
Diabet. . . . , | 0,=0, 2 a O A y = 
Hyperton. 2." 2% Fälle = 20 e D, =50 „ 3 „ =30 a 
Magen, Darm . 8 mE 44 in 9 a, Ei 50 m l Fal — 6 e 
Lues Bd A anche ve l Fal =17 „ | 4 e, =66 , 1, =M , 
Vitien Ad | 0 ás — 0 u | 2 SCH 66 e 1 ” Se 33 D 
Fibr. tbe. .  2File=40 , 3,60, 0, =0, 
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Wir finden demnach bei den Normalfállen wie bei den untersuchten 
Krankheitsgruppen (deren Zahl leider nur gering ist) in höchster Prozentzah]! 
Werte von 0,025 bis 0,04 mg-Proz. Rhodan. Die Schwankungen nach unten 
bis 0,015 und nach oben bis 0,06 mg-Proz. sind bei verschiedenen Gruppen 
wechselnd, jedoch so, daß wir bei den wenigen zur Untersuchung gelangten 
Fällen keinen Schluß daraus ziehen möchten. Für die von Lickint bei 
verschiedenen Krankheitsgruppen im Speichel nachgewiesenen Schwankungen 
(s. Tabelle S. 242). die wir durchschnittlich bestätigen konnten, finden wir im 
Serum mit unserer Methode keine Parallele. Nur eine Gruppe möchten wir 
als auffallend hervorheben, die Diabetiker. Zwar stört in der Beurteilung 
auch hier die geringe Zahl der untersuchten Fälle (5), man müßte erst 
größere Reihen nachsehen, jedoch fällt auf, daB von den fünf Fällen keiner 
Werte unter 0,025 mg Rhodan aufwies; zwei davon ergaben Werte von 
0,025 bis 0,04 mg-Proz. und drei Fälle 0,04 bis 0,06 mg-Proz. Es lag nahe. 
anzunehmen, der stärkere Ausfall der Rhodanreaktion sei bedingt durch 
Acetessigsäure, die beim Zusatz von Ferrireagens die Gerhardtsche Eisen- 
chloridprobe gebe; deshalb machten wir Diabetiker durch Hunger- und 
Gemiisetage künstlich acetonurisch, konnten im Urin eine positive Gerhardt- 
sche Probe nachweisen, und doch lieferten die vor den Hungertagen an- 
gestellten Rhodanreaktionen gleiche Werte, wie die zur Zeit der Acet- 
essigsäureausscheidung ausgeführten. 


B. Männer. 


Die Rhodanreaktionen der untersuchten Männer konnten wir nicht 
nach den gleichen Prinzipien einteilen, wie bei den Frauen, da der den Rhodan- 
spiegel am meisten beeinflussende Faktor, das Rauchen, einer solchen 
Klassifizierung im Wege steht. Wir geben deshalb die untersuchten 
Männer - Seraresultate nach der Menge des täglichen Tabakgenusses 
geordnet an. Nur die Tuberkulösen können wir als geschlossene Gruppe 
betrachten, da bei unserer Tuberkulosenabteilung mit fast an Sicher- 
heit grenzender Wahrscheinlichkeit Rauchen der Patienten ausgeschlossen 
werden kann. 


il = ET 


'] Rhodan in mg+Proz. 


























Rauchen ,_ 

‚unter 0,025 mg+Proz. | 0,025—0,04 mg»Proz. | 0,04—0.06 mg+Proz. | 0,06—0,1 mg-Proz. 

Männer, 
Nicht . 8 Fälle — 30 Proz. ¡15 Fille — 59 Proz. | 3 Fälle — 11 Proz | O Fall — O Proz. 
Wenig . 2, =15 , |6 , —46 4 , =30 Ke Ze A 5 
Mábig . Ob = 0 , | 1Fal= 5 , |8 , =45 9 Falle — 50 , 
Tuberkulöse. 

Fibröse . i! 5 Fälle — 35 Proz. | 8 Fälle — 57 Proz. | 1 Fall — 8Proz.| O Fall — 0 Proz. 
Exsud. . |4 „ =45 „5, =55 , l0, =0 ,|J0, =0, 











Zusammenfassend läßt sich sagen, daß bei Nichtrauchern sich etwa die 
gleichen Serumrhodanwerte finden, wie bei Frauen, auch was die prozentuale 
Verteilung der Mengen in den oben angegebenen Werten betrifft. Bei den 
Rauchern tritt abhängig von der Menge des täglichen konsumierten Tabaks 
eine Verschiebung zu höheren Werten auf, indem auch schon bei den wenig 
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Rauchenden Werte úber 0,06 mg-Proz. auftreten, die sowohl bei Frauen 
wie bei Nichtrauchern nie anzutreffen sind. Diese Werte (bis 0,1 mg-Proz.) 
bilden dann bei mäßigen Rauchern (drei bis vier Zigarren, zehn Zigaretten 
täglich) das Hauptkontingent (50 Proz.). 


Die mit den Frauen vergleichbaren, da nichtrauchenden Tuberkulösen 
ergeben Werte mit prozentualer Verteilung, die nicht stark von den bei 
Frauen gefundenen abweichen, wenn auch auffällt, daß der prozentuale 
Anteil der Mengen unter 0,025 mg-Proz. überwiegt und Werte über 
0.04 mg-Proz. ganz zurücktreten. Eine Beurteilung von sechs untersuchten 
männlichen Diabetikern war nicht möglich, da dieselben alle starke Raucher 
waren. 


Fassen wir unsere bisherigen Befunde zusammen, so müssen wir fest- 
stellen, daß mit der von uns angegebenen Methode auch ohne Rhodan- 
verabreichung oder gesteigerte Rhodanbildung durch Rauchen relativ 
große Schwankungen des Rhodanspiegels vorhanden sind, von 0,015 bis 
0,06 mg-Proz., bei Rauchern bis 0,1 mg-Proz. Wir kommen also für Nicht- 
raucher zu geringeren Durchschnittswerten, als sie von Bruylant angegeben 
sind (0,08 bis 0,1 mg-Proz.). 

Des weiteren sind wir der Frage nachgegangen, ob sich, in Parallele 
zu den Lickintschen Angaben über den Einfluß von Proteinkörpern auf 
die Rhodanausscheidung im Speichel, ein Ansteigen des Serumrhodans 
nach Proteinkörpern feststellen ließe, im wesentlichen bedingt durch den 
nach Proteinkörperinjektionen gesteigerten Stoffwechsel. Lickint konnte 
ein solches Ansteigen auf das Zwei- bis Sechsfache feststellen. Wir haben 
mehrere Fälle untersucht: nach Novoprotein, Milch und Schwefelinjektionen, 
vhne eine wesentliche Änderung des Serumrhodans konstatieren zu können. 
Als Beispiel seien angeführt: 


Fall M., chron. Arthrit.: 


vor Schwefel. . . . . . . 0,03 mg-Proz. Rhodan 
nach 0,02 ccm Schwefel. . . 0,032 An 
Fall N., Ischias: 
vor 2ccm Novoprotein . . 0,032 mg-Proz. Rhodan 
nach 2 - e . . 0,042 e H 
Fall A., Erysipel: 
vor Milch ........ 0,03 mg-Proz. Rhodan 
nach 3ccm Milch . . . . . 0,023 ap e 


Letzten Endes haben wir die oben ausgeführte Methode zu Reihen- 
untersuchungen bei unter Rhodan stehenden Patienten benutzt, wie ein- 
leitend angegeben wurde. Wir sahen bei den in lángeren Reihen kontrollierten 
Sera einen schnell einsetzenden Anstieg, dann langsameres Weitersteigen 
bis zu einer ziemlich konstanten Konzentration. Nach Absetzen des Rhodans 
trat ein zunächst schnelles, dann langsames Absinken im Serum auf. Leider 
war das am wesentlichsten interessierende Moment, die Kontrolle des 
Absinkens des Serumrhodanspiegels nach Absetzen der Medikation nicht 
bei den sieben untersuchten Fällen durchführbar, da fünf davon kurze 
Zeit nach Aussetzen der Rhodantherapie einer weiteren Kontrolle nicht 
mehr zugängig waren (einer Exitus, vier verließen die Klinik). Eine genaue 
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Verfolgung war demnach nur in zwei Fállen móglich, deren Serawerte wir 
in Kurvenform wiedergeben. 


























ee E O tag 7? 57 BZ SUN 
Abb.2. Fall 4., 4, 43 Jahre. Abb. 3. Fall E., o, 24 Jahre. 
Gonitis luica. Posten cephalis. Parkinsonismus. 


Wie aus den auf den Kurven verzeichneten Werten ersichtlich. fand 
sich ein Anstieg auf etwa 0,9 bis 1,0 mg-Proz. Rhodan; ähnliche Werte 
wurden auch bei den fünf anderen untersuchten Fällen gefunden. Wir 
können demnach nach Rhodanfütterung einen ziemlich schnellen Anstieg 
des Rhodanserumgehaltes auf Werte, die etwa das 25- bis 30fache der 
Normalwerte erreichen, feststellen; auch bei längerer Verabreichung lief 
sich ein Ansteigen über etwa 1,1 mg-Proz. nicht konstatieren. Nach Aus, 
setzen der Rhodanapplikation erfolgt zunächst ein schnelles Absinken. 
welches sich dann verzögert, so daß sich etwa noch nach 2 bis 3 Wochen 
erhöhte Rhodanwerte nachweisen lassen, während Edinger- Treupel im Urin 
nur 14 Tage nach Aussetzen der Rhodanverabreichung noch gesteigerte 
Rhodanausscheidung feststellen konnten. Gerade diese letzte Tatsache 
dürfte auch praktisch von Wichtigkeit sein, da sie Hinweise gibt für eine 
in Intervallen durchzuführende Rhodantherapie. Diese Frage wird in der 
demnächst erseheinenden Arbeit Westphals über die klinisch-therapeutische 
Verwertung des Rhodans näher dargelegt werden. 

Was andererseits die Wirksamkeit des Rhodans an den Geweben 
anbelangt, so wäre es natürlich von Wichtigkeit vergleichend zu Sera- 
untersuchungen Gewebsflüssigkeit auf ihren Rhodangehalt zu prüfen. Es 
müßte dies beim Menschen etwa durch Paralleluntersuchungen von Serum 
und Inhalt von künstlich erzeugten Hautblasen verfolgt werden. 


Zusammenfassung. 

Fassen wir unsere Ausführungen zusammen, so ergibt sich: 

Ausgehend von physiko-chemischen Überlegungen über die starke 
Wirksamkeit des Rhodanions, gemäß seiner Stellung in der Hofmeister- 
schen Reihe, wurde eine Serumuntersuchung auf Rhodan gefordert, 
die einerseits Aufschluß geben sollte über normale Durchschnittswerte 
und die zu einer Kontrolle bei der Rhodantherapie dienen sollte. Es 
wurde als Methode die kolorimetrische Eisenchloridprobe umgearbeitet 
und im eiweißfreien Serumfiltrat angewandt. 

Gesetzmäßige Schwankungen, Vermehrung oder Verminderung 
bei bestimmten Konstitutionstypen, an die gedacht wurde, ließen sich 
nicht feststellen. 
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Fúr Frauen wurden Durchschnittswerte gefunden von 0,025 bis 
0,04mg-Proz. Rhodan; bei nichtrauchenden Männern etwa die gleichen 
Werte. Von wesentlichstem Einfluß auf den Serumrhodangehalt erwies 
sich das Rauchen, das immerhin zu Vermehrung auf das Dreifache 
der ebengenannten Werte führte. Unsere Untersuchungen ergeben 
demnach niederere Werte, als sie den von Bruylant mitgeteilten ent- 
sprechen. 

Einen Einfluß von Proteinkörpern auf den Serumrhodangehalt 
konnten wir nicht feststellen. 

Bei Rhodanfütterung entsteht ein ziemlich schneller Anstieg im 
Serum auf etwa 30fache Werte der Norm gegenüber, auf dieser 
Höhe hält sich der Spiegel relativ konstant, um beim Aussetzen der 
Rhodanmedikation nur langsam abzusinken und etwa nach 2 bis 
3Wochen die Norm wieder zu erreichen. 

Was die hier nur gestreifte klinische Fragestellung anbelangt, so 
sei nochmals auf die in Bälde erscheinende Arbeit von Westphal hin- 
gewiesen. 
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Bemerkung zu einer Arbeit von M. Dixon und S. Thurlow 
sowie zu einer Arbeit von G. Ahlgren. 


Von 
Otto Warburg. 


(Eingegangen am 12. September 1925.) 


1. Leberbrei beschleunigt die Oxydation von Hypoxanthin zu Harn- 
säure durch molekularen Sauerstoff. Dizon und Thurlow!) finden, 
daß die Geschwindigkeit dieses Vorganges durch Blausäure nicht be- 
einflußt wird. Indem sie das System Leberbrei -—- Hypoxanthin als 
„tissue respiration system“ bezeichnen, bemerken sie, daß in diesem 
Falle die von mir aufgestellte Theorie nicht stimme. 

Nach der Theorie sind diejenigen Lebensvorgänge, die durch Blau- 
säure spezifisch gehemmt werden, Schwermetallkatalysen, so die Leber- 
atmung, die durch Blausäure spezifisch gehemmt wird. Wenn die 
Oxydation von Hypoxanthin durch Blausäure nicht gehemmt wird, 
so liegt hier ein System vor, das in der Atmung der Leber keine Rolle 
spielt, ein System, das kein Respirationsystem ist. Gibt man dies zu, 
so bestehen keine Meinungsverschiedenheiten 2). 

2. Gunnar Ahlgren hat Versuche über die Gewebsoxydation durch 
Methylenbau angestellt?) und vergleicht seine Ergebnisse mit meinen 
Arbeiten über Zellatmung. Hierbei findet er Widersprüche, indem er 
von der Meinung ausgeht, daß Methylenblau und molekularer Sauer- 
stoff sich als Oxydationsmittel in der Zelle gleich verhalten müßten. 
Da aber Sauerstoff und Methylenblau zwei verschiedene Substanzen 
sind, sie sich auch außerhalb der Zelle verschieden verhalten, so sehe 
ich nicht ein, warum sie sich innerhalb der Zelle gleich verhalten 
sollten. Sie tun es nicht, und dieser Umstand kann ebensowenig 
Gegenstand einer Polemik werden, wie etwa die Tatsache, daß wässerige 
Lösungen von Aminosäuren durch Chinon oxydiert werden, durch 
molekularen Sauerstoff aber nicht. 


1) The Biochemical Journal 19, 672, 1925. 

2) Ein Fall. in dem eine wahre Atmung durch Blausäure nicht spezifisch 
gehemmt wird, ist die Atmung der Chlorella (diese Zeitschr. 100. 268. 1919). 
Hier liegt, wie ich oft betont habe, eine bemerkenswerte Ausnahme vor. 

3) Gunnar Ahlgren, Zur Kenntnis der tierischen Gewebsoxydation. 
Lund 1925. 


Über Aktivierung und Hitzebeständigkeit von Fermenten. 
Zugleich ein Beitrag 
zur Frage von den Beziehungen zwischen Lab und Pepsin. 


Von 
J. Wohlgemuth und N. Sugihara. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


Gelegentlich seiner Untersuchungen über die stärkeverflüssigende 
und stárkespaltende Eigenschaft der Speichelamylase hat Hizume!) 
auf Veranlassung von Wohlgemuth auch den Einfluß des Erhitzens auf 
Diastaselösungen in Gegenwart von Aktivatoren untersucht und fest- 
gestellt, daß Salze, welche die Diastase aktivieren, befähigt sind, das 
Ferment gegen Zerstörung durch hohe Temperaturen bis zu einem 
gewissen Grade zu schützen. So gelang es, ihm zu zeigen, daß diese 
Schutzwirkung in erster Reihe alle Chloride besitzen, entsprechend 
ihrem hohen Aktivierungsvermögen der tierischen Amylase gegenüber. 
Auch die Bromide haben nach seinen Untersuchungen schützende 
Wirkung, nicht dagegen die Jodide. 

Diese Beobachtung legte die Frage nahe, ob diese engen Beziehungen 
zwischen Aktivierung und Schutz vor Hitzewirkung nur auf die Diastase 
und ihre Aktivatoren beschränkt sind, oder ob sie auch für andere 
Fermente Geltung haben. Als ein hierfür besonders geeignetes Unter- 
suchungsobjekt erschien uns das Parachymosin, das bekanntlich durch 
Calciumehlorid in seiner Wirkung stark gefördert wird. Wenn der 
obige Satz allgemeine Geltung haben sollte, so mußte sich erweisen 
lassen, daß eine Parachymosinlösung in Gegenwart von CaCl, durch 
hohe Temperaturen schwerer angegriffen wird als ohne den Aktivator. 

Eine gut wirksame Parachymosinlösung stellten wir uns aus Pepsin 
(Witte) her, das aus Schweinemagen gewonnen wird. 1,0 ccm einer 
.lproz. wässerigen Lösung war imstande, bei einer Wirkungsdauer 
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1) K. Hizume, diese Zeitschr. 146, 52, 1924. 
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von 2 Stunden bei 20°C und nachfolgendem 15 Minuten langem Aufent- 
halt im Wasserbad von 38°C etwa 350 ccm Milch zur Gerinnung zu 
bringen. Die Versuchsanordnung wurde so gewählt, daB wir uns zwei 
Doppelportionen von Mischungen herstellten. Nr.1 und 2 enthielten 
je 2,0ccm Fermentlósung + 2,0 ccm lOproz. CaCl,-Lösung, Nr. 3 
und 4 enthielten je 2,0ccm Fermentlösung + 2,0 ccm Aqua dest. 
Nr. 1 und 3 kamen auf 30 Minuten in ein Wasserbad von 60° C, während 
Nr. 2 und 4 unterdessen bei Zimmertemperatur gehalten wurden. Nach 
Ablauf der Frist wurden die erhitzten Lösungen abgekühlt und nun 
sämtliche vier Portionen auf gleiches Volumen und gleichen CaCl,- 
Gehalt gebracht, indem zu Nr. 1 und 2 je 2,0 ccm Aqua dest., zu Nr. 3 
und 4 je 2,0 ccm CaCl,-Lösung zugesetzt wurden. Hiernach wurde in 
allen vier Portionen der Labgehalt in der Weise ermittelt, daß auf eine 
Reihe von Reagenzglásern absteigende Mengen der betreffenden 
Lösungen in einer Progression von 100 Proz. verteilt und zu jedem 
Gläschen 5,0 ccm ungekochte Milch zugesetzt wurden. Die vier Reihen 
blieben 2 Stunden bei Zimmertemperatur (etwa 20°C) stehen und 
kamen dann auf 15 Minuten in ein Wasserbad von 38°C. Die Ferment- 
stärke wurde dann in der üblichen Weise ermittelt. Solcher Versuche 
stellten wir eine ganze Reihe an und hatten stets den nämlichen Effekt. 
Als Beleg teilen wir nur zwei Versuche in Tabelle I mit: 














Tabelle I. 
Versuch | | Versuch Il 

Fermentmenge —— ee Per, 
Nr. 1 | Nr.2 , N.3 NA Nr! | Nr.2 | Nr. 3 | Nr. 4 
1,0 Pro à ag re | + + 
0,5 F T + + + + + + 
0,25 E t + + + SS + + 
0,125 E + + Ss, u - KR + T 
0,062 + + — + + + — + 
0,032 F + = f Es + = + 
0,016 = = 2 -a Gg =. se 


Wir sehen, daß in beiden Versuchen diejenigen Portionen, welche 
ohne CaCl, der Hitzewirkung ausgesetzt waren (Nr. 3), 75 Proz. ihres 
früheren Fermentbestandes eingebüßt hatten, während die mit CaCl, 
zusammen erhitzten Mischungen (Nr. 1) entweder gar keine Ferment- 
abnahme oder höchstens eine solche von 50 Proz. erkennen lassen. 

Um eine noch stärkere Kontrastwirkung zu erzielen, wurden 
mehrere Versuche so angestellt, daß die Erhitzung bei 60° C auf 1 Stunde 
ausgedehnt wurde. Für diese Versuche verwandten wir die gleiche 
Fermentlösung wie oben, und auch die Mischungen der vier Portionen 
nahmen wir in der gleichen Weise vor; Nr. 1 und 2 enthielten außer 
dem Ferment noch CaCl,, Nr. 3 und 4 außer dem Ferment nur Wasser, 
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Nr. 1 und 3 kamen auf 1 Stunde in ein Wasserbad von 60°C, Nr. 2 
und 4 blieben bei Zimmertemperatur stehen. Nach Abschluß des 
Erhitzens wurden in der gleichen Weise wie früher die Volumina und 
der CaCl,-Gehalt in allen vier Portionen ausgeglichen und nun die 
Fermentbestimmung in der üblichen Weise vorgenommen. Von den 
ausgeführten Untersuchungen seien nur zwei in Tabelle II wieder- 
gegeben: 























Tabelle II. 
ee Versuch I ` ` Versuch u ` 
Fermentmenge En Ae OSCE TO DES 
Nr.1 , Nr. 2 | Nr.3 ' Nr. 4 * Nr] Nr. 2 | Nr.3 : Nr.4 

1,0 de LA = paea E Mb A E 
0,5 de Zéi JE Se E le + Jg T 
GE EE ONE EE EE 
0,125 ge A ss db ir G — + 
0,062 oe ei, ee = a 
0,032 d + — | + sE AS SS 7 
0,016 — — sa poes EEE Ss: AL we ES 


Aus Tabelle II ist ersichtlich, daß im Versuch I nach einstündigem 
Erhitzen bei 60°C ohne CaCl, (Nr. 3) die Fermentmenge auf 1/,, des 
ursprünglichen Wertes zurückgegangen ist, während die in Gegenwart 
von CaCl, erhitzte Portion (Nr. 1) nicht die geringste Schädigung er- 
kennen läßt; denn sie zeigt genau die gleiche Labwirkung wie die ent- 
sprechende nicht erhitzte Kontrolle (Nr. 2). In dem Versuch II zeigt 
die wässerige Portion (Nr. 3) nach dem Erhitzen den gleichen Ferment- 
verlust wie in Versuch I, die CaCl,-haltige (Nr. 1) nur eine verhältnis- ` 
mäßig geringe Abnahme. 

Damit ist erwiesen, daß ebenso wie für die Diastase auch für das 
Parachymosin das Gesetz gilt, daß der Aktivator eine Schutzwirkung auf 
das Ferment ausübt gegenüber der zerstörenden Wirkung der Hitze. 

Es war nun von Interesse, die Schutzwirkung des Calciumchlorids 
weiter zu analysieren, und zwar dahin, ob dieselbe bedingt ist durch 
das Ca-Ion oder das Cl-Ion, oder ob die festgestellte Wirkung als die 
Resultante beider Ionen zu gelten hat. A priori war zu erwarten, daß 
das Ca-Ion der ausschlaggebende Faktor hierbei ist, denn bekanntlich 
hängt die aktivierende Wirkung des Calciumchlorids beim Lab in erster . 
Reihe mit der Gegenwart des Ca-Ions zusammen. 

Diese Aufgabe konnte nur gelöst werden durch Vergleichsversuche 
mit einem anderen neutralen Salz, von dem bekannt war, daß es ohne 
wesentliche Wirkung auf das Ferment ist, und bei dem das Kation 
bzw. Ion gegen Oa und Cl ohne Schwierigkeit ausgewechselt werden 
konnte. Wir wählten hierfür Magnesiumnitrat, das sich für eine solche 
Auswechslung sehr gut eignet. Entsprechend unserem Versuchsplan 
hatten wir nun den Einfluß von Mg(NO,), und MgCl, zu vergleichen 
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mit dem Einfluß von Ca(NO,), und CaCl, auf die Schutzwirkung 
gegen Hitze. 

Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie in den früheren 
Versuchen, d.h. wir stellten uns für jedes Salz mit dem Ferment zwei 
Mischungen her, Nr.1 und 2; zu Nr. 1 kam außer 2,0 ccm Ferment- 
lösung noch 2,0 ccm der entsprechenden Salzlösung, und zwar in einer 
Konzentration von m/l, zu der als Kontrolle dienenden Nr.2 nur 
2,0 ccm Aqua dest. Beide Portionen von jedem Salzversuch wurden 
auf 1 Stunde in ein Wasserbad von 60° C gestellt, nach Ablauf der Frist 
herausgenommen und dann der Salz- und Wassergehalt ausgeglichen. 
indem zu Nr.1 2,0ccm Wasser, zu Nr. 2 2,0 ccm der entsprechenden 
Salzlósung, also m/1 Mg(NO,), bzw. m/l MgCl, bzw. m/1Ca(NO,), 
bzw. m/l CaCl, zugesetzt wurde. Hiernach wurde die Fermentmenge 
in sämtlichen acht Portionen in der üblichen Weise ermittelt. Das 
Resultat ist aus Tabelle III ersichtlich: 














Tabelle III. 
mi Mg(NO3) mi MgCl | miCaNO0) 
Fermentmenge AA DEE 
-— Nr. 1 Nr.2 Nr. 1 | Nr. 2. Nr. 1 ¡Nr 3: 
1,0 partiell partiell komplett partiell | komplett partiell | komplett | partiell 
0,5 — | — partiell re N a — > = 
I a LAESCH es 
$ | | 
0,125 : — — | — | — | — SE ge | — 
0,062 A A 2 SI E 
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Es hat sich also gezeigt, daß, wie zu erwarten war, Magnesium- 
nitrat ohne jeden Einfluß auf die Hitzewirkung gegenüber dem Para- 
chymosin ist. Das Ferment ist in Gegenwart von Magnesiumnitrat 
(Nr. 1) durch Hitze in demselben Ausmaß zerstört wie in der salzfreien 
Kontrolle (Nr. 2). Demgegenüber sehen wir in dem Versuch mit Calcium- 
nitrat einen zwar schwachen aber doch deutlichen Schutz und dürfen 
daraus folgern, daß dieser Schutz bedingt ist durch die Gegenwart 
des: Ca-Ions. Beim Magnesiumchlorid haben wir gleichfalls eine geringe 
Schutzwirkung, offenbar bedingt durch die Anwesenheit des Cl-Ions. 
Die bei weitem stärkste Schutzwirkung hat sich aber beim Calcium- 
chlorid gezeigt. Wir dürfen hieraus schließen, daß in erster Reihe die 
Ca-lonen es sind, die einen wirksamen Schutz gegen die Zerstörung 
durch Hitze abgeben, daß aber beim Zusammenwirken mit Cl-Ionen 
deren Schutzwirkung eine ganz besonders starke ist. 

Wenn unsere Annahme richtig war, daß Aktivierung und Schutz- 
wirkung gegen Hitze zwei Faktoren sind, die in irgend einem kausalen 
Zusammenhang stehen, so mußte sich zeigen, daß Hitzeversuche mit 
Chymosin in Gegenwart von CaCl, einen anderen Verlauf nehmen als 
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mit Parachymosin; denn wir wissen, daß im Gegensatz zum Para- 
chymosin das Chymosin durch CaCl, so gut wie gar nicht in seiner 
Wirkung beeinflußt wird. Dieses refraktäre Verhalten des Chymosins 
segenüber dem CaCl, ist eine von den drei charakteristischen Eigen- 
schaften, mit deren Hilfe man echtes Lab von Parachymosin unter- 
scheidet. Die Richtigkeit unserer Voraussetzung war demnach ge- 
sichert, wenn es gelang zu zeigen, daß die Zerstörung von Chymosin 
durch Hitze bei Gegenwart von Calciumchlorid keine Einschränkung 
erfährt. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir ein sehr wirksames Lab- 
präparat aus Kälbermagen, daß uns Herr Friedrich Witte (Rostock) in 
dankenswerter Weise zur Verfügung gestellt hatte. Wir bereiteten uns 
eine 0,1 proz. wässerige Lösung und überzeugten ung zunächst davon, 
daß die Labwirkung hier durch CaCl, nicht wesentlich verstärkt wird. 
Alsdann führten wir unsere Hitzeversuche in der gleichen Weise wie 
oben durch, indem wir eine bestimmte Fermentmenge in Gegenwart 
von CaCl, und die gleiche Fermentmenge in Gegenwart von Wasser 
erhitzten. Entsprechend der stärkeren Resistenz des Chymosins gegen- 
über hohen Temperaturen, erhitzten wir in diesen Versuchen die 
Lösungen auf 80°C, und zwar zunächst 30 Minuten, später 1 Stunde 
lang. In beiden Fällen ergab sich, daß diejenige Fermentportion, die 
mit Ca Cl, erhitzt war, keine Spur einer Labwirkung mehr zeigte, während 
die mit Wasser erhitzte Portion, der nachträglich Ca Cl, zugesetzt war, 
in einigen Versuchen noch schwache, aber deutliche Labwirkung er- 
kennen ließ, in anderen Versuchen ebenfalls gänzlich vernichtet war. 
Wir haben also in unseren Versuchen niemals eine Schutzwirkung des 
CaCl, auf das Chymosin gegenüber hohen Temperaturen: beobachten 
können; bisweilen hatte es sogar den Anschein, als ob in Gegenwart 
von CaCl, das Chymosin von der Hitze stärker angegriffen wird als 
in dessen Abwesenheit. Dieses bemerkenswerte Verhalten des Chymosins 
gegenüber CaCl, haben wir immer wieder feststellen können, so oft 
wir auch die Versuche wiederholten. 

Unsere Erhitzungsversuche haben wir nun weiter auch auf das . 
Pepsin ausgedehnt. Diese Versuche schienen uns deshalb besonders 
interessant, weil einerseits Calciumchlorid in keiner Weise aktivicrend 
auf Pepsin wirkt, andererseits wir die gleiche Fermentlösung, die wir 
für unsere Parachymosinversuche benutzt haben, auch für die Pepsin- 
untersuchung verwenden konnten. Hierbei mußte sich zetgen, ob und 
inwieweit ein Parallelismus zwischen Lab und Pepsin besteht. 

Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie in den anderen 
bisher mitgeteilten Versuchen. Als Fermentlösung diente uns eine 
wesentlich stärkere als wir in den ersten Versuchen zwecks Prüfung 
des Verhaltens von Parachymosin verwandt hatten, nämlich eine 
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0,3proz. Pepsinlósung (Witte, Rostock). Es wurden zwei Doppel, 
mischungen hergestellt. Nr. 1 und 2 enthielten je 2,0 ccm Ferment- 
lösung + 2,0 com lOproz. CaCl,-Lösung, Nr.3 und 4 enthielten je 
2,0 com Fermentlósung + 2,0 ccm Aqua dest ` Nr.1 und 3 kamen 
auf 1 Stunde in ein Wasserbad von 60% C, während zur Kontrolle Nr. 2 
und 4 1 Stunde bei Zimmertemperatur gehalten wurden. Nach Ablauf 
der Frist wurde in sämtlichen vier Portionen der CaCl,- und H,O- 
Gehalt ausgeglichen und nun Pepsin sowohl wie Lab quantitativ be- 
stimmt. Für die Pepsinbestimmung bedienten wir uns der bewährten 
Edestinmethode von Fuld; bei ihr gilt als Vorschrift eine Versuchs- 
dauer von 30 Minuten unter Anwendung von Zimmertemperatur. Da 
wir aber gezwungen waren, mit stark verdünnten und deshalb ferment- 
armen Lösungen zu arbeiten, mußten wir die Versuchsbedingungen 
dementsprechend wesentlich ändern und arbeiteten bei einer Temperatur 
von 38° C und einer Versuchsdauer von 3 Stunden. Die Labbestimmung 
wurde in der gleichen Weise wie oben ausgeführt. Von den auf diese 
Weise durchgeführten Versuchen teilen wir nur zwei (a und b) mit: 


Tabelle IV. 








Fermentmenge : 


Parachymosin. 








1,0 + A + ER E K 
on + SC O | o + 
0,25 + + 8 | Ge + E LE 
os F iit j} TI 
H E i = 1 — + SCH 
0,032 Es a El u - + — = ie 
e EE EE E E 2,2 
0,004 Ee dr e ët = == ES D 
Pepsin. 
1,0 -4 ; =i + a + | BR 3 8 
SCH p d 7 = — . — = de 
E | Ke i ` A. | == — Sr Lo 
m E 2 [% 3.2|2.% + 


Aus beiden Versuchen geht zunáchst fúr das Parachymosin hervor. 
daß, wie wir es bereits oben gesehen haben, das Ferment in Gegenwart 
von Calciumchlorid (Nr. 1) nur sehr wenig, bei Abwesenheit von Ca Cl, 
(Nr. 3) sehr stark durch Erhitzen geschädigt wird. Für das Pepsin 
ergab sich ganz das gleiche Verhalten: in Gegenwart von CaCl, (Nr. 1) 
wird es vor der Zerstörung durch Hitze geschützt, während es bein 
Fehlen von CaCl, (Nr. 3) fast gänzlich oder gänzlich vernichtet wird. 
Der Parallelismus in dem Verhalten der beiden Fermente ist nicht zu 
verkennen. In dem Versuch a. in dem wenig Lab zerstört wird, wird 
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auch wenig Pepsin vernichtet, wáhrend in dem Versuch b, in dem 
trotz CaCl, mehr Lab verloren geht, auch der Pepsinverlust ein größerer 
ist. Daß die beiden Versuche a und b nicht vollkommen gleichmäßig 
ausgefallen sind, obwohl wir uns der gleichen Fermentlösung bedienten, 
dürfte wohl so zu erklären sein, daß die Fermentlösung beim Stehen 
infolge irgendwelcher Umsetzungen empfindlicher gegen Hitze ge- 
worden ist. 

Es hat sich also ergeben, daß, obwohl zwischen dem Pepsin und dem 
Calcrumion in bezug auf Aktivierung gar keine Relationen bestehen, die 
Pepsinwirkung in der mit Calcium erhitzten Portion in der gleichen Weise 
vor der Zerstörung geschützt worden ist wie die Labwirkung. Was besagt 
das für die bis heute immer noch strittige Frage von den Beziehungen 
zwischen Lab und Pepsin ? 

Bekanntlich stehen sich hier drei Anschauungen gegenüber. Die 
Anhänger der einen (Pawlow und seine Schüler) glauben, daß Pepsin 
und Lab identisch sind, daß Lab nur eine schwache Pepsinwirkung ist. 
Für eine solche Annahme spricht einmal die oft beobachtete Parallelität 
zwischen Pepsin und Lab, sodann auch das gleichzeitige Vorkommen 
von peptisch und labend wirkenden Enzymen in der Tier- und Pflanzen- 
welt. Die Anhänger der anderen Anschauung von der Differenz zwischen 
Pepsin und Lab (Hammarsten, Hamburger) bestreiten die Existenz 
einer solchen Parallelitát. Denn es gelang ihnen durch bestimmte 
Maßnahmen, einmal das Lab, das andere Mal die Pepsinwirkung stark zu 
schädigen. Einen gleichsam vermittelnden Standpunkt nehmen Nencki 
und Sieber ein. Nach ihrer Ansicht handelt es sich beim Pepsin um 
en Riesenmolekül mit zwei Seitenketten, von denen die eine in stark 
“urer Lösung peptische Wirkung, die andere in neutraler Reaktion 
lıbende Wirkung entfaltet. 

Auf Grund unserer Versuche dürfen wir annehmen, daß zwischen 
Pepsin und Lab äußerst nahe Beziehungen bestehen müssen. Denn 
obwohl CaCl, in gar keinem kausalen Zusammenhang zur Pepsin- 
wirkung steht, sondern nur die Labwirkung aktiviert, hat beim Er- 
hitzen seine Schutzwirkung sich in gleichem Maße auf das Pepsin wie 
auf das Lab erstreckt. Hierfür kann es nur die eine Erklärung geben, 
daß Lab und Pepsin zwei Fermente sind, die zum mindesten in ihrem 
Kern etwas Gemeinschaftliches haben müssen, das durch die Gegenwart 
von Calcium vor der Hitzezerstörung geschützt wird. Wenn wir auch 
nicht so weit gehen wollen, hieraus auf eine völlige Identität beider 
Fermente zu schließen, so möchten wir doch glauben, daß die Zu- 
sammenhánge zwischen ihnen mindestens so enge sind, wie man sic 
sich nach der Theorie von Nencki und Sieber vorzustellen hat. 


Die Fermente der Haut. Ill. 


Von 
J. Wohlgemuth. 


Vergleichende Untersuchungen über den Fermentgehalt frischer 
Haut von Mensch und Tier und über den Einfluß verschiedener 
Lichtarten auf die Haut. 


Von 
N. Sugihara. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


Wohlgemuth und Yamasaki!) haben festgestellt, daß die Haut des 
Menschen sehr reich an Fermenten ist, viel reicher als man a priori 
annehmen durfte. Sie fanden in ihr verhältnismäßig große Mengen 
an Diastase, an Lipase und Katalase und ferner eine gut wirksame 
Phenolase, die indes nur zweifach hydroxylierte Benzolderivate wie 
Adrenalin, Brenzcatechin und Dioxyphenylalanin zu oxydieren vermag, 
nicht dagegen Tyrosin. Von Proteasen konnte nur eine solche fest- 
gestellt werden, die imstande war, das eigene Eiweiß der Haut abzu- 
bauen, also ein autolytisches Ferment, nicht dagegen fremdartiges 
Eiweiß, selbst wenn es noch so leicht angreifbar war wie die Fibrin- 
flocke. Dafür gelang aber der Nachweis eines gut wirksamen pepto- 
lytischen Ferments. In Fortführung dieser Untersuchungen haben dann 
Wohlgemuth und Klopstock?) eine schwache gelatineverflüssigende Kraft 
der Haut beobachtet und ein gut wirksames nucleinsäurespaltendes 
Ferment, das besonders stark angetroffen wurde in der Haut von Säug- 
lingen. Bezüglich der Verteilung der übrigen Fermente in den einzelnen 
Hautpartien ergab sich, daß die Lipase und die Phenolase am stärksten ver- 
treten waren in der Haut der Genitalgegend, während sich für die Dia- 
stase keine Unterschiede in den einzelnen Hautpartien erkennen ljeßen. 





1) Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25; diese 
Zeitschr. 147, 203, 1924. 
2) Wohlgemuth und Klopstock, diese Zeitschr. 153, 487, 1924. 
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Alle diese Untersuchungen waren angestellt an der Haut von 
menschlichen Leichen, die meist 48 Stunden nach Eintritt des Todes 
zur Sektion gekommen waren. Man konnte nun annehmen, daß bald 
nach dem Tode der Fermentbestand der menschlichen Haut ein wesent- 
lich anderer sein würde als während des Lebens. Es lag darum nahe, 
ehe man die Untersuchungen an der Haut von Leichenmaterial fort- 
setzte, einmal Haut von lebenden Menschen auf ihren Fermentgehalt 
zu prüfen. In zwei Fällen bot sich uns Gelegenheit dazu, und zwar 
handelte es sich beide Male um die Haut vom Unterschenkel zweier 
Männer (20 und 40 Jahre), denen der Unterschenkel wegen plötzlich 
eingetretener Gangrän abgesetzt werden mußte. Herrn Prof. Dr. Unger 
sind wir für die Überlassung des Materials zu besonderem Dank ver- 
pílichtet. Natürlich verwandten wir für unsere Untersuchungen nur 
normale Hautpartien und verarbeiteten sie in der gleichen Weise, 
wie es in den vorangehenden Arbeiten geschildert wurde. Die ab- 
práparierte Haut wurde zunächst von allem anhaftenden Fette sorg- 
fältig befreit, dann mittels einer Schere in möglichst kleine Teile 
zerlegt und mit Hilfe von Glassplittern unter allmählichem Zusatz von 
(nos Kochsalzlösung im Verhältnis 1 : 2 in der Reibeschale gründlichst 
verrieben. Der so entstehende Brei blieb bis zum nächsten Tage im 
Eisschrank, wurde dann stark zentrifugiert und das überstehende Extrakt 
für die Fermentuntersuchung verwandt. Wir beschränkten uns auf die 
Untersuchung nur solcher Fermente, für die ausreichend quantitative 
Methoden vorlagen, also auf Diastase, Phenolase, Gelatinase und Lipase. 
Bezüglich der Einzelheiten der Methodik sei auf die beiden ersten 
Mitteilungen verwiesen. Bei der Lipase prüften wir gleichzeitig das 
Verhalten gegenüber Chinin und Atoxyl; denn es war immerhin möglich, 
daß bei der lebenden Haut die Verhältnisse andere waren als bei dem 
toten Material. Von der Bestimmung der Katalase nahmen wir deshalb 
Abstand, da die Beimengung schon minimaler Spuren Blut, die bei 
der lebenden Haut nicht auszuschalten waren, das Resultat stark 
beeinflussen mußte. Das Resultat unserer Untersuchungen ist aus 
Tabelle I ersichtlich: 


Tabelle I. 




















Diastase Phenolase Gelatinase 
Extraktmenge - o — ee 

I JI I lI I | 11 
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Lipase 











a b | c a b c?) 


Sofort... 14 l44 | 145 — 138 138 142 
Nach 15'. . 13 5 137 | 140 |: 127 130 138 
„30... 127 | 131 | 135 | 115 124 : 128 
„ 60.. 118 ' 1235 | 127 | 109 ; 117, 118 
Differenz . 26 ` 19 ¡ 18 | 29 | 21 24 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Wenn wir diese Ergebnisse vergleichen mit den früheren an mensch- 
licher Leichenhaut gewonnenen, so sehen wir gar keinen Unterschied. 
Für die Diastase schwankt der Wert der Leichenhaut wie hier zwischen 
d%, = 16 und 32, für die Phenolase beträgt er in fast allen Fällen 4, 


für die Gelatinase in der Mehrzahl der Fälle 2, und für Lipase ergab 
sich als Durchschnittswert von 14 Bestimmungen eine Tropfendifferenz 
von 26, mit Chinin eine solche von 16. Wir dürfen also daraus schließen, 
daß die lebende menschliche Haut nicht reicher an Fermenten ist als 
die Leichenhaut, und daß alle bisher am Leichenmaterial erhobenen 
Befunde auch Geltung haben für die lebende Haut. 

Nachdem so ein sicherer Maßstab für den Fermentgehalt der 
menschlichen Haut gewonnen war, schien es von Interesse, die Haut 
verschiedener Tierklassen untereinander und mit der menschlichen 
Haut zu vergleichen. Zur Untersuchung kamen Rind, Schwein, Ziege. 
Schaf, Hund, Kaninchen, Katze, Meerschweinchen, Ratte, Huhn, 
Fisch, Frosch. 

Die Haut aller dieser Tiere kam in lebensfrischem Zustande zur 
Untersuchung und wurde in genau der gleichen Weise verarbeitet wie 
die menschliche Haut. Sie wurde zunächst von allem anhaftenden Fett 
befreit, zerkleinert, mit Glassplittern unter Zusatz von 1proz. Kochsalz- 
lösung im Verhältnis 1: 2 gründlichst verrieben, am nächsten Tage das 
Extrakt durch scharfes Zentrifugieren von der Haut getrennt und auf 
seinen Gehalt an Diastase, Phenolase, Gelatinase und Lipase untersucht. 
Durch die strikte Innehaltung der Bedingungen bei der Herstellung 
der Extrakte war immer eine vollkommene Gleichmäßigkeit gewähr- 
leistet. Siekam schon dadurch zum Ausdruck, daß in allen Fällen, bis auf 
Fisch und Frosch, deren Haut sehr wasserreich ist, die durch Zentrifu- 
gieren gewonnene Extraktmenge fast genau dem Gewicht der an- 
gewandten Hautmenge entsprach. Also wenn z.B. 20g Haut mit 
40 ccm 1proz. Kochsalzlósung in der beschriebenen Weise extrahiert 
und nachher das Extrakt abzentrifugiert wurde, erhielten wir- stets: 
etwa 20 ccm Extrakt. Von jeder Spezies wurden drei Tiere untersucht. 
Bei der Ratte kamen stets zwei Tiere zugleich zur Untersuchung. da 
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die Haut von einem Tiere zu wenig Extrakt geliefert hátte. Beim Frosch 
mußte die Haut von vier, manchmal auch von fünf Tieren zusammen zum 
Extrakt verarbeitet werden. Am Schluß der Arbeit teilen wir die Proto- 
kolle in Tabellenform mit. Hier geben wir zur Übersicht der gewonnenen 
Resultate die Minimal- und Maximalwerte in Tabelle II wieder; 
nur für die Lipase sind die Durchschnittswerte aufgeführt. 














Tabelle IT. 
| Diastase Phenulase Gelstinase | Lipase 

Spezies | d Sie ` phen Se 38° 24h Tropfendifferenz 

| Min Was Min. Max Min Max. at); halen 

Mensch ..... 32 64 2 4 l 2 27 20 21 
Rind y os - 128 256 4 4 0 l 19 8 1] 
Schwein. . .. . . 512 | 512 16 32 0 0 25 18 14 
Ziege e 236 256| 4 4 1 2 31 17 28 
Schaf . . .... 32 64 2 8 0 l ` 34 ! 26 31 
Hund ...... > 128 256 4 4 2 4 39 23 | 24 
Kaninchen. . . .. 256| 5l2 8 32 1 1 30 ı 22 27 
Katze . . .... | 256 | 512 4 8 8 16 25 2 20 
Meerschweinchen. , 1024 ' 2048 8 | 32. 0 0 ; 33, 23 18 
Ratte . .... . 4096 8192 64 128 ! 2 4 | 30| 26 21 
Huhn `... 1288 256° 4 8. 1 2 22| 16| 18 
Eich A | 256 256 4 16 2 4 13| 6 10 
Frosch. . ... . | 512 | 2048 : 64 128 0 0 33 | 28 : 26 


% a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Was zunächst die Diastase anbetrifft, so sehen wir, daß bis auf 
das Schaf sämtliche untersuchten Tiere mehr Diastase in ihrer Haut 
enthalten als der Mensch. Am höchsten sind die Werte bei Meer- 
schweinchen, Frosch und Ratte. Die der Ratte übertreffen die der 
menschlichen Haut um das 64- bis 128fache. Bei den Werten für die 
Froschhaut ist noch zu berücksichtigen, daß sie sehr wasserreich ist, 
daß die Werte also in Wirklichkeit noch viel höher liegen als hier an- 
gegeben ist. 


Auch bezüglich der Phenolase begegnen wir bei Ratte und Frosch 
den höchsten Werten, dann folgen Schwein, Kaninchen und Meer- 
schweinchen. Die niedrigsten Werte sind außer in der menschlichen 
Haut anzutreffen beim Rind, Schaf, Ziege, Hund. 


Die Gelatinase, welche in der menschlichen Haut nur in ganz 
geringer Menge anzutreffen ist, ja bisweilen gänzlich fehlt, konnte 
niemals nachgewiesen werden beim Frosch, Schwein, Meerschweinchen, 
nur ab und zu beim Rind und Schaf; am kräftigsten war sie bei der 
Katze vorhanden. 


Bei der Lipase zeigten sich dagegen, wenn wir von der Haut des 
Fisches absehen, die sehr arm hieran ist — vielleicht spielt hierbei der 
Wasserreichtum der Haut und der damit verbundene mangelhafte 
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Übertritt des Ferments in das Extrakt eine Rolle —, keine wesent- 
lichen Unterschiede. Auch bezüglich des Verhaltens zu Chinin und 
Atoxyl ergab sich in allen Fällen keine Differenz gegenüber der mensch- 
lichen Haut. Nur die Lipase der Rindshaut zeigt in zwei Fällen eine 
deutliche Atoxyl- und in einem Falle eine ausgesprochene Chinin- 
empfindlichkeit. 

Hier möchten wir noch eine kurze Bemerkung einflechten über die 
Serumlipase. Bekanntlich hat Rona mit seinen Mitarbeitern festge- 
stellt, daß die Lipase des menschlichen Serums sowohl chinin- wie atoxyl- 
empfindlich ist. Das trifft auch für das Serum vieler Tiere zu, aber nicht 
aller. Eine Ausnahme hiervon macht z. B. die Lipase des Katzen- 
serums, die nur atoxylempfindlich ist, nicht aber chininempfindlich, 
und die Lipase des Meerschweinchen- und Hühnerserums, die beide 
sowohl gegen Chinin wie gegen Atoxyl gänzlich unempfindlich sind. 

Der überraschende Befund, daß die Haut einzelner Tiere so enorme 
Fermentmengen aufzuweisen hat, andere wieder verhältnismäßig arm 
an Fermenten sind, legte den Gedanken nahe, daß die Ursache hierfür 
vielleicht zu suchen sei in der Zusammensetzung des Blutes. Denn es 
war immerhin denkbar, daß der Fermentgehalt der Haut abhängig ist 
von dem Fermentgehalt des Blutes. In einzelnen Fällen — nicht allen — 
haben wir das Blut von Tieren auf seinen Fermentgehalt untersucht 
und festgestellt, daß z. B. das Blut von Katze, Meerschweinchen und 
Fisch die gleichen Mengen an Diastase (ds = 8192) enthalten und 
trotzdem die Diastasemengen in der Haut sehr stark differieren; bei 
der Katze beträgt der Maximalwert d? = 512, beim Meerschweinchen 


24h 

d = 2048 und beim Fisch d3%, = 256. Ähnliches hat sich auch für 
die Lipase ergeben. So fanden wir, daß das Meeschweinchenserum 
nur eine schwache Lipase besitzt — Durchschnittswert 21 Tropfen —, 
die Haut dagegen wesentlich wirksamer ist (33 Tropfen); umgekehrt 
enthält das Hühnerserum eine gut wirksame Lipase (31 Tropfen), die 
Haut dagegen eine schwache Lipase (22 Tropfen). Hiernach möchten 
wir glauben, daß der Fermentgehalt des Blutes nur bis zu einem gewissen 
Grade den der Haut beeinflußt; es besteht aber keineswegs ein 
Parallelismus zwischen beiden, wie besonders aus den Diastasewerten 
hervorgeht. 


Einfluß verschiedener Strahlen auf den Fermentgehalt der Haut. 


Daß die menschliche Haut durch Sonnenstrahlen eine Änderung 
ihres Ausscehens erfährt, ist eine längst bekannte Tatsache und ebenso, 
daß hierbei das wirksame Agens in erster Reihe die ultravioletten 
Strahlen sind. Auch nach Bestrahlung mit Höhensonne nimmt die 
menschliche Haut bisweilen ein bräunliches Aussehen an, das um so 
intensiver ist, je stärker die Bestrahlung war. Diese Änderungen in 
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der Pigmentierung können, da sie gegen die Umgebung scharf abgegrenzt 
sind, nicht durch das Blut bedingt sein, sondern müssen an Ort und 
Stelle ihre Entstehung haben. Es war darum von Interesse festzustellen, 
wodurch diese Vorgänge in der Haut bedingt sind, ob hier eventuell 
Änderungen in dem Fermentgehalt eine Rolle spielen. Da derartige 
Untersuchungen aus begreiflichen Gründen an menschlicher Haut 
nicht durchzuführen waren, verwandten wir Meerschweinchen zu 
diesen Versuchen. Dazu war es notwendig, daß wir zunächst die dichte 
Behaarung der Tiere beseitigten. Wir begnügten uns in allen Fällen 
damit, nur den Rücken der Tiere zu rasieren, da die Bestrahlung dieser 
Hautpartie am einfachsten durchzuführen war. 


Die Bestrahlung führten wir außer mit Sonnenstrahlen noch durch 
mit der an ultravioletten Strahlen reichen Höhensonne, mit der jetzt in 
der Praxis vielfach verwandten Ultrasonne (System Landeker-Steinberg), 
die nur wenig ultraviolette Strahlen enthält, und mit Röntgenstrahlen. 


Zuvor stellten wir an vier Meerschweinchen die Normalwerte für 
den Fermentgehalt der Haut fest. Es wurden hier und auch zu den 
Bestrahlungsversuchen stets Tiere von fast gleichem Gewicht verwandt. 
Unmittelbar nach dem Entbluten wurde der Rücken der Tiere rasiert, 
die Haut von der dünnen, ziemlich fest anhaftenden Muskelschicht 
sorgfältig befreit, danach zerkleinert und in der üblichen Weise mit 
der doppelten Menge lproz. Kochsalzlösung gut verrieben. In dem 
Extrakt wurde nur Diastase, Phenolase und Lipase quantitativ be- 
stimmt und gleichzeitig das Verhalten der Lipase gegenüber Atoxyl 
und Chinin geprüft. Das Resultat sei in Tabelle III mitgeteilt: 


Tabelle III. 





l — Diastase | l Phenolase -Lipase = 
Versuchstier | d sn | phen erg ` Tropfendifferenz 
" | E e |! > | œ 
Io. 102% 32 33 e 
2 | 2048 8 | 32 24 IB 
3 1024 32 34 20 18 
4 1024 | 16 l 35 — — 





*) a ohne Zusatz; b + 10 mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Hiernach setzten wir fünf Meerschweinchen, deren Rückenhaut 
zuvor rasiert war, 6 bzw. 7 bzw. 8 Tage hintereinander einer intensiven 
Sonnenbestrahlung aus, indem wir die Tiere meistens von 10 Uhr vor- 
mittags bis 3 Uhr nachmittags im Käfig in der Sonne hielten, wobei 
sie sich frei bewegen konnten. Tier 1 bis 3 wurden 6 Tage, Tier 4 7 Tage, 
Tier 5 8 Tage hintereinander so belichtet und dann die Rückenhaut 
auf ihren Fermentgehalt untersucht. Das Resultat ergibt sich aus der 
Tabelle IV: 
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Tabelle IV. 
| Diastase | Phenolase | Lipase 
Versuchstier | 38" | hen 3 | Troptendifferenz 
| 24h IEN 2h e 
S Ee BER Ser TA a) b’) e ES 
Ñ | 
] 512 128 kom, es ës 
2 1024 64 ¿ 20 — — 
3 512 64 ml = 
4 512 | 128 4:23. — 22 22 
5 512 | 128 — 25 : Y , 23 


*) a ohne Zusatz; b + 10 mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Verglichen mit den Werten für die Normaltiere ergibt sich als 
besonders auffallendes Resultat eine ganz beträchtliche Zunahme der 
Phenolase um das Zwei- bis Vierfache. Umgekehrt sehen wir bezüglich 
der Diastase einen Rückgang der Werte auf mindestens die Hälfte der 
Normalwerte bei vier Tieren, während ein Tier keine Veränderung in 
seinem Diastasegehalt zeigt. Es ist aber auch hier ein Rückgang nicht 
ganz ausgeschlossen, wenn man annimmt, daß der ursprüngliche Wert dem 
höchsten Normalwert entsprochen hat. Für die Lipase ergibt sich gleich- 
falls eine deutliche Abnahme. Während der Durchschnittswert beim 
normalen Tiere 33 Tropfen beträgt, ist hier der Wert nur 23, also eine Ab- 
nahme um durchschnittlich 10 Tropfen. Auch für das Verhalten gegen 
Atoxyl und Chinin ergibt sich insofern ein Unterschied, als hier eine Beem. 
flussung überhaupt nicht in die Erscheinung tritt, während bei der nor- 
malen Haut sich deutlich Anzeichen einer Hemmung erkennen lassen. 

Der Einfluß der Höhensonne wurde an drei Tieren studiert. Die 
Bestrahlung wurde mit freundlicher Unterstützung des Direktors des 
Instituts für Licht- und Hydrotherapie im Virchow-Krankenhaus, Herm 
Dr. Laqueur, dem wir auch hier unseren besten Dank aussprechen, in der 
Weise ausgeführt, daß die in einem kleinen Drahtkorb sitzenden Tiere mit 
ihrer rasierten Hautpartie etwa 15 cm von der Lichtquelle entfernt und 
beim ersten Male 20 Minuten, später 30 Minuten der Bestrahlung aus- 
gesetzt waren. In dieser Weise wurde das erste Tier dreimal, die beiden 
anderen sechsmal bestrahlt. Das erste Tier wurde 3 Stunden nach 
der dritten Bestrahlung, das zweite Tier unmittelbar nach der sechsten 
Bestrahlung und das dritte Tier einen Tag später entblutet und die 
Haut in der entsprechenden Weise verarbeitet. Es ergab sich dabei 
folgendes Resultat (Tabelle V): | 

Tabelle V. 








Diastase Phenolase Lipase 
Versuchstier | d A hen o Tropfendifferenz 
en En Fe b 
1 512 32 | 4 4 | 21 
2 512 64 30 28. 1:27 
3 512 | 32 B 2 | a 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl: c + 10 mg Chinin. 
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Bei sämtlichen drei Tieren ist eine deutliche Abnahme der Diastase 
zu verzeichnen. Die Phenolase ist bei dem Tier 2 doppelt so stark wie 
der Maximalwert der Normaltiere; bei den anderen beiden Tieren 
erreicht sie nur die Höchstgrenze der Normalwerte. Wahrscheinlich 
liegt das daran, daß in dem ersten Falle die Bestrahlung zu kurz war, 
und daß beim dritten Tiere, welches erst 24 Stunden nach der letzten 
Bestrahlung untersucht wurde, die Wirkung der Höhensonne bereits 
abgeklungen war. Bezüglich der Lipase ist nur im ersten Falle ein 
deutliche Abnahme festzustellen, während sie in den beiden anderen 
Fällen nur ganz schwach angedeutet ist. Dagegen ist eine Beeinflussung 
durch Chinin und Atoxyl im Gegensatz zu den Normalbefunden über- 
haupt nicht zu erkennen. 

Alsdann untersuchten wir noch die Wirkung der Ultrasonne (System 
Landeker-Steinberg) auf den Fermentgehalt der Haut. Für diese Ver- 
suche wurden gleichfalls drei Meerschweinchen verwandt. Die Be- 
strahlung dauerte 20 Minuten bei einem Abstand von etwa 25 cm des 
Tieres von der Lichtquelle. Das eine Tier wurde 3 Tage hintereinander 
bestrahlt und 1 Stunde nach der letzten Bestrahlung getötet, die beiden 
anderen Tiere wurden sechsmal bestrahlt und unmittelbar nach der 
letzten Bestrahlung entblutet. Der Effekt der Bestrahlung war folgender 
(Tabelle VI): 











Tabelle VI. 
u Diastase u ` Phenolase o Lipase 
Versuchstier d Se phen E Se 
nee, Mge EE | RL. o MORO e 
1024 | 32. | 2 | 25 2 
2 256 128 ¡ 30 28 29 
3 512 64 28 27 26 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Wenn wir zunáchst die beiden Tiere betrachten, die 6 Tage hinter- 
einander bestrahlt wurden, so sehen wir eine starke Abnahme der 
Diastase; bei Tier 2 ist sie so beträchtlich, wie wir sie in keiner der 
anderen Versuchsreihen beobachtet haben; sie geht auf ein Viertel des 
kleinsten Normalwerts zurück. Für die Phenolase ergibt sich eine ganz be- 
trächtliche Zunahme, wie wir sie sonst nur beim Sonnenlicht beobachtet 
haben. Die Lipasewerte dagegen zeigen keine sehr starke Beeinflussung, 
nur daß hier die Beeinträchtigung durch Chinin und Atoxyl gänzlich 
fortfällt. Im Gegensatz dazu sind beim Tier 1 die Werte für Diastase 
und Phenolase gegenüber der Norm unverändert, nur die Lipase scheint 
etwas verringert zu sein. Offenbar genügte in diesem Falle die drei- 
malige Bestrahlung nicht, um eine nachhaltige Wirkung zu erzielen. 

Schließlich studierten wir noch an drei Tieren den Einfluß der 
Röntgenstrahlen auf den Fermentgehalt der Haut. Die vorher am 
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Rücken rasierten Tiere wurden mit einer doppelten Hauterythemdosis 
einmal bestrahlt. Für die freundliche Unterstützung bei diesen Ver. 
suchen sagen wir Herrn Prof. Levy-Dorn unseren besten Dank. Hiernach 
wurde das eine der bestrahlten Tiere nach 4 Tagen, das zweite nach 
6 Tagen, das dritte nach 7 Tagen entblutet und die Haut in der üblichen 
Weise verarbeitet und untersucht. Das Resultat ist aus Tabelle VII 
ersichtlich : 














Tabelle VII. 
Tr Diastase 8 | Phenolase o Lipase u 
` ; 20 0 i 

Versuchstier | d SE | phen Sg Tropfendifferenz D 

hi | a ' b NN ag 

t | 

l 1024 4 30 ' 25 25 

2 | 512. 4 30 | 25 | 27 

3 | 1024 | 8 29 | 28 | 29 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Hiernach ist der Einfluß der Röntgenstrahlen in bezug auf die 
Phenolase ein der Wirkung der anderen untersuchten Strahlenarten ent- 
gegengesetzter. Denn wir sehen in zwei Fällen eine deutliche Abnahme, 
beim dritten Tiere entspricht der Wert dem Minimalwert der Normal- 
tiere. Für die Diastase ergibt sich im Fall 2 eine deutliche Herab- 
setzung, während die anderen beiden Tiere normale Werte aufweisen. 
Für die Lipase läßt sich kein wesentliches Abweichen von der Norm 
erkennen, nur daß die Hemmung durch Atoxyl und Chinin hier weniger 
deutlich ausgesprochen ist!). 


Neben der Haut untersuchten wir gleichzeitig auch das Blut der 
bestrahlten Tiere, um festzustellen, ob die verschiedenen Bestrahlungen 
irgend einen Einfluß auf den Fermentgehalt des Blutes hätten. Denn 
es war nicht undenkbar, daß gleichzeitig mit der Änderung in dem 
Fermentbestand der Haut sich auch solche im Blute bemerkbar machen. 
Hier beschränkten wir uns auf die quantitative Bestimmung der Diastase 
und der Lipase. Bei keinem einzigen bestrahlten Tiere konnten wir 
aber ein Abweichen der Fermentwerte von denen der Normaltiere 
konstatieren. Es hat sich also im Gegensatz zu der Haut keine Ver- 
änderung im Fermentgehalt des Serums nach allen Bestrahlungen 
feststellen lassen. Auf die Mitteilung der Protokolle sei deshalb ver- 
zichtet. 


1) Nach Abschluß unserer Versuche werden wir aufmerksam auf eine 
Arbeit von Lutz (Arch. f. Dermatologie und Syph. 124, 233, 1917), der aut 
histologischen Wege mit Hilfe der Bloch schen Dopareaktion den Einfluß 
von verschiedenen Strahlenarten auf die Pigmentbildung in der Haut 
studierte. Auch er fand eine Aktivierung der Dopaoxydase, die abhängig 
ist von der Quantität und Qualität der Strahlen. 
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Wenn wir noch einmal die Resultate unserer Bestrahlungsversuche 
überblicken, so hat sich gezeigt, daß ebenso wie die Bestrahlung mit 
dem natürlichen Sonnenlicht auch die Höhensonne und die Ultra- 
sonne in der bestrahlten Hautpartie eine ganz beträchtliche Vermehrung 
der Phenolase hervorrufen, und daß der Effekt abhängig ist von der 
Dauer der Bestrahlung. Es hat sich ferner gezeigt, daß die Wirkung 
der Bestrahlung in bezug auf die Phenolase — besonders für die Höhen- 
sonne — verhältnismäßig nur kurze Zeit anhält, und daß sie nach 
Unterbrechung des Lichtreizes sehr bald wieder abklingt. Die Diastase 
dagegen zeigt eine weit größere Konstanz. In allen drei Bestrahlungs- 
serien haben wir eine deutliche Abnahme der Diastase beobachtet. 
Diese bleibt auch bestehen, wenn die Phenolase bereits wieder auf 
ihren Normalwert gesunken ist. Sehr ähnlich verhält sich die Lipase; 
sie nimmt gleichfalls bei allen Bestrahlungen ab, wenn auch nicht in 
dem Maße wie die Diastase, und zeigt auch die Tendenz, auf dem 
niedrigen Niveau zu bleiben. Ganz anders stellt sich die Wirkung der 
Röntgenstrahlen dar. Unter ihrem Einfluß nimmt die Phenolase stark 
ab, während die Diastase und die Lipase entweder gar keine oder nur 
eine ganz schwache Tendenz zur Abnahme zeigen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Fermentgehalt der menschlichen Haul, gemessen an der 
Diastase, Phenolase, Gelatinase und Lipase, ist in lebensfrischem Zustande 
der gleiche wie der von Leichen, die 2 bzw. 3 Tage post exitum zur Unter- 
suchung kamen. i 

2. Die tierische Haut ist viel fermentreicher als die menschliche; das 
gilt ganz besonders für die Diastase. 

3. Es besteht kein Parallelismus zwischen dem Fermentgehalt der 
Haut und dem des Blutes. 

4. Die Bestrahlung von Meerschweinchen mit natürlichem Sonnen- 
licht, mit künstlicher Höhensonne und mit der Ultrasonne (System 
Latleker-Steinberg) führt bei genügend langer Bestrahlung zu einer 
beträchtlichen Vermehrung der Phenolase und zu einer erheblichen Ab- 
nahme der Diastase, zu einer schwachen Verringerung der Lipase. 

5. Die Bestrahlung mit Röntgenstrahlen bewirkt eine Abnahme 
der Phenolase, während die Diastase und Lipase sich nicht wesentlich 
ändern. 

6. Bei keinem Tiere war nach den Bestrahlungen eine Änderung 
in dem Fermentgehalt des Blutes zu konstatieren. 


Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi- 
Hoshi-Stiftung verdanken. 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 18 
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Protokolle. 
Diastase i Ehennlase: | Gelatinase Lipase 
Versuchsticr | d =. | Phen Ge 380 24h ern 
| tE ee a DN 
Rindshaut. 
1 | 128 4 | 0 18 5 
2 256 | 4 1 24 12 14 
3 | 256 | 4 0 16 8 12 
Schweinshaut. 
1 | 512 32 0 23 15 10 
2 512 16 0 ı 27 19 19 
3 ` 512 22 0 25 | 20 | 14 
Ziegenhaut. 
1 256 4 l 29 18 25 
2 | 256 4 2 31 14 31 
3 | 256 4 2 33 28 2 
Sehafhaut. 
1 32 4 | 1 36 | 22 32 
2 q 64 8 0 36 19 29 
3 | 64 2 0 32 32 | 3] 
4 | 2 8 0 32 24 31 
Hundehaut. 
1 256 | 4 4 27 `: 21 19 
2 128 4 2 32 24 ` 
3 128 4 4 29 , 25 | 
Kaninchenhaut. 
l 512 8 — | 27 | — — 
2 256 32 i 1 p 29 1 15 
3 512 8 ! 1 1 34 | 29 3 
Katzenhaut. 
1 | 256 3 8 26 29 21 
2 256 | 8 8 22 17 18 
3 51 | 4 | 16 26 220 2 
Meerschweinchenhaut. 
1 1024 | 32 | 0 3 — = 
2 2048 | 8 | 0 32 | 24 18 
3 1024 ! 32 | 0 35 20 ] 
4 | 1024 | 16 | 0 34 — — 
Rattenhaut. 
lu.2 | 8192 ¡ 64 | 4 27 24 22 
Su. 4 | 4096 128 | 2 I 32 27 20 
Hühnerhaut. 
l | 256 | 4 2 ı 23 17 17 
2 128 4 l 22 19 19 
3 | 256 8 2 l 21 11 19 
Fischhaut (Schlei). 
l | 256 4 4 13 5 
2 | 256 8S i 2 12 4 
3 l 256 16 | 2 14 8 12 
Froschhaut. 
l— 4 | 2048 64 | 0 35 30 Zu 
5— 8 Ä 2048 128 | 0 28 ı 25 25 


9—13 512 | bd o) 0 035 äu: 2% 


| Über experimentelle Erzeugung 
von chronischer Sympathicotonie beim Kaninchen:). 


Von 
T. Seo (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Wohlgemuth und Mochizuki?) haben gezeigt, daß, wenn man 
einem Kaninchen den Pankreasgang unterbindet und durchschneidet, 
der Blutzucker ansteigt, sich einige Tage auf dem erhöhten Niveau 
hält, dann aber allmählich wieder absinkt, ohne jedoch ganz zum 
Ausgangspunkt wieder zurückzukehren. Nach einiger Zeit setzt von 
neuem ganz spontan eine Aufwärtsbewegung des Blutzuckerspiegels 
ein, und nun steigt der Blutzucker immer höher, ohne daß sich Zucker 
im Harn zeigt. Daneben machen sich Störungen in der Zuckertoleranz 
bemerkbar. Während die Tiere vor der Unterbindung eine verhältnis- 
mäßig große Menge Traubenzucker glatt verbrannten, wird nunmehr 
von demselben Quantum Glucose ein Teil durch den Harn wieder 
ausgeschieden, und außerdem steigt, wenn man diesen Tieren Trauben- 
zucker per os verabfolgt, der Blutzucker viel höher an und sinkt viel 
langsamer ab als im normalen Zustande. Diese Tiere zeigen ferner 
eine leichte Ansprechbarkeit ihrer Pupille auf Adrenalin; während ein 
normales Tier auf Adrenalineinträufelung ins Auge nicht reagiert, fällt 
nach der Unterbindung des Pankreasganges, wenn die Operation lange 
genug zurückliegt, die Loewische Reaktion positiv aus. Subkutan 
verabfolgt, bewirkt Adrenalin bei den so operierten Tieren einen viel 


1) Siehe auch Wohlgemuth und Seo, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 30. 
2) Wohlgemuth und Mochizuki, ebendaselbst 1924, Nr. 29, 5. 1320: 
diese Zeitschr. 150, 123, 1924. 
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stärkeren Anstieg des Blutzuckers und einen viel langsameren Abfall 
desselben als die gleiche Dosis beim normalen Tiere. Und endlich 
konnte gezeigt werden, daß Pilocarpin, das beim normalen Kaninchen 
eine deutliche Blutzuckersteigerung hervorruft, bei den operierten 
Tieren ohne jede Wirkung bleibt. Alle diese Befunde waren nur so zu 
erklären, daß die Ausschaltung der äußeren Sekretion des Pankrea 
beim Kaninchen einen Zustand hervorruft, den man aufzufassen hat 
als einen sympathicotonischen. 

Es galt nun, diesen interessanten Befund durch weitere experimen- 
telle Tatsachen zu stützen. 

Ich habe deshalb auf Veranlassung und mit Unterstützung von. 
Herrn Prof. Wohlgemuth zunächst die Wirkung noch anderer para- 
sympathischer Gifte an Kaninchen nach Gangunterbindung studiert. 
desgleichen das Verhalten der Tiere gegen Calciumchlorid, dann da: 
Blut der Tiere auf seinen Adrenalingehalt untersucht, das Serum auf 
etwaige Schwankungen in seinem Elektrolytbestande geprüft und 
endlich die Verteilung des Zuckers im Blute und in den Geweben 
kontrolliert. 


I. 


Von parasympathischen Giften wurden untersucht C'holin, Acetyl- 
cholin und Physostigmin. 

Was zunächst das C'holin anbetrifft, so verwandten wir für unsere 
Versuche das salzsaure Salz. Für dieses Gift hatten Bornstein und 
Vogel!) gezeigt, daß es ebenso wie Pilocarpin nach subkutaner Injektion 
beim normalen Kaninchen eine Erhöhung des Blutzuckers bedingt. 

Die Versuche wurden so ausgeführt, daß die Tiere zunächst in 
normalem Zustande nüchtern auf ihren Blutzuckergehalt geprüft und dann 
0,1 g Cholin. hydrochl. pro Kilogramm Körpergewicht, in Wasser gelöst. 
subkutan erhielten. Hiernach wurde zuerst in Intervallen von 15 Minuten 
später in solchen von 30 Minuten der Blutzuckergehalt kontrolliert. 
Dieser Versuch wurde mehrmals wiederholt. An einem der nächsten 
Tage wurde dann in leichter Äthernarkose der Pankreasgang unter- 
bunden und durchschnitten, was meist fast ohne jeden Blutverlust vor 
sich ging, und dann ein paar Tage später die Cholininjektion wieder- 
holt. Schließlich wurde nach einer längeren Pause von mindestens 
4 Wochen noch einmal die Wirkung des Cholins geprüft. Die Versuche 
wurden an mehreren Tieren ausgeführt; ich begnüge mich mit der 
Mitteilung von nur zwei Versuchen. Der Blutzucker wurde in allen 
Versuchen nach Bang bestimmt: die mitgeteilten Zahlen sind Mittel- 
werte aus zwei gut übereinstimmenden Analysen. 


1) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 118, 1, 1921. 
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Versuch 1. 
Kaninchen, 2, 2170 g, Blutzucker nüchtern 0,106 Proz. Das normale 
Tier erhält subkutan 0,25 g Cholin. hydrochl., gelöst in 5 cem physiologischer 
NaCl-Lósung. Blutzucker nach 


Stunde. . . . . . 0,144 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,122 Proz. 
Le n EENG SN CC E Ls p e a ee OLI 
a i e ër er OT: a 93 is ca. DEE 5 
los, paa a ELO ey | 3l y sa aa a OIO y 

A a ee DIOL. ys 


20 Minuten nach der Injektion geringe Salivation, die nur etwa 10 Mi- 
nuten anhált, sonst normales Verhalten. 


Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges. Am vierten 
Taxe nach der Operation Gewicht 2180 g, Blutzucker nüchtern 0,134 Proz., 
0,25 g Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


Stunde . . . . . 0,145 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,162 Proz. 
laa me EEN 0,166 „Q SE a ea w OOL E 
A a E E O A T A ge gie, var IO >55 
$ gg we KD: a echte" y Des a AZ 5 
II, Ntunden. . . . . 0,165 ,, 4 E o... . 0,129 ,, 


45 Minuten nach der Injektion geringe Salivation, das Tier macht 
label einen etwas matten Eindruck. 


Am 47. Tage nach der Operation Gewicht 2850 g, Blutzucker nüchtern 
0,113 Proz., 0,3 g Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


I Stunde . . . . . 0,119 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,112 Proz. 
e: A cc... . 0,120 Ő, Sen -y psa OLIB „n 
Tn ee A . 0116 _ ,, u s ca a WIE ,, 
Ki ug e den AS y Jie rel 
SE? DEENEN ED, g 4 4 a Dr es UA 


Salivation kaum merkbar, Tier macht ganz normalen Eindruck. 


? 6 H D H . y 
Der besseren Übersicht wegen gebe ich das Resultat dieser drei Versuche 
m Kurvenform wieder. 























0,09 > 7 
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Abb. 1. 
8 Vor der Unterbinduny. 
X--- -- Am 4. Tage nach der Unterbindung. 


- Am 47. Tage nach der Unterbindung. 
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Versuch 2. 


Kaninchen, O”, 1757 g, Blutzucker nüchtern 0,104 Proz. Das normale 
e erhált 0,2 g Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


Stunde . . . . . 0,112 Proz. | 2 Stunden. . . . .0,114 Proz. 
S Ze, ` a oe e 0135 DU aa p 
Mo. 22.22.0129 „ | 3 e Ea OO 2 
1 e ara a ADA . 3L e eeh: ODO n 
OB An 22... 0106 „ 


Tier macht ganz normalen Eindruck. 

Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges. Am zweiten 
Tage nach der Operation Gewicht 2290 g, Blutzucker 0,125 Proz., 0.23g 
Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


Y, Stunde . . . . . 0,125 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,114 Proz. 
Dos, e poe Ae ZO y 2%, op ee (e a E 
34 ze pee e da E o i u 3 X <... . 012 5 
1 a bs ADA a 31 RR ps re DAL gi 
(IS „ ... . . LES ,, 4 ES o... . 0,113 


45 Minuten nach der Injektion geringe Salivation, sonst keine Er- 
scheinungen.: 

Am 31.Tage nach der Operation Gewicht 2450g, Blutzucker nüclıtern 
0,130 Proz., 0,25 g Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


Y, Stunde . . . . . 0,122 Proz. 2 Stunden . . . . 0,104 Proz. 
MR e Di, 0,101, 
34 S .. .. . | 0 ly ` A éi ver Aer . . 0,101 % 

a eebe EI Ze BE o e Sei Ar ac0 LOL. sy 
IV ,, Seier ELO e | 4 ee ën e OL e 


Geringe Salivation, in der ersten halben Stunde etwas unruhig. 
Auch hier gebe ich das Resultat in Kurvenform wieder. 








Abb. 2. 
© Vor der Operation. 
(o Am 2, Tage nach der Unterbindung. 


EE Am 31. Tage nach der Unterbindung. 


Aus beiden Versuchen geht deutlich hervor, daß beim normalen 
Tiere das Cholin eine deutliche Erhöhung des Blutzuckerspiegels hervor- 
ruft. Nach der Unterbindung tritt dieser Effekt nur beim ersten Tiere 
stark in die Erscheinung, während er beim zweiten Kaninchen ausbleibt. 
Sicherlich ist die starke Erhöhung das Normale; denn wir haben sie 
auch bei anderen Tieren beobachtet. Daß sie bei dem zweiten aus- 
geblieben ist, mag darauf zurückzuführen sein, daß wir bei diesen 
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Tiere schon am zweiten Tage nach der Operation den Versuch wieder- 
holten. Das Tier hatte den Tag vorher fast nichts gefressen und kann 
infolgedessen zum mindesten als glykogenarm gelten; in diesem Zu- 
stande mußte die Wirkung des Cholins auf den Blutzuckerspiegel 
natúrlich ausbleiben, da auch schon im normalen Zustande bei diesem 
Tiere der Blutzucker nach Cholin nicht sonderlich hoch angestiegen 
war. 7 Wochen nach der Unterbindung sehen wir beim ersten Kaninchen 
nach Cholin nur einen ganz minimalen Anstieg, wáhrend wir beim 
anderen Tiere bereits nach kaum 5 Wochen sogar ein direktes Absinken 
des Blutzuckers beobachteten. Für diesen Effekt gibt es nur die eine 
Erklárung, daf sich im Laufe der Zeit nach der Unterbindung ein 
Zustand von ausgesprochener Sympathicotonie ausgebildet hat und 
dieser die Wirkung des parasympathischen Giftes paralysiert. 

In ganz dem gleichen Sinne fielen Versuche mit dem weit giftigeren 
Acetylcholin aus, dessen Einfluß auf den Blutzucker wir gleichfalls an 
verschiedenen Tieren studierten. Auch hier begnügen wir uns mit der 
Mitteilung von nur zwei Versuchen. 


Versuch 3. | 


Kaninchen, 2, 2232 g, Blutzucker nüchtern 0,087 Proz., subkutane 
Injektion von 50 mg Acetylcholin. Blutzucker nach 


l4 Stunde . . . . . 0,156 Proz. > 2 Stunden. . . . . 0,100 Proz. 
In es ceda MES o + 2% en .. . , 0,096 „ 
A cc... . 0,144 3 cc... . 0,093 

4 IT , an 99 , sn 
l e aa a USO: a 31, sé . . . . 0,085 , 
CO T TI 4 0082, 


5 Minuten nach der Injektion starke Salivation, die etwa 34 Stunden 
andauert, nach 20 Minuten reichliche Entleerung von normalem Stuhl, 
Tier etwas unruhig, zeigt beschleunigte Atmung, dann wieder normal. 


Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges. 


Am zweiten Tage nach der Operation Gewicht 2180g, Blutzucker 
0,102 Proz., subkutane Verabfolgung von 43,6 mg Acetylcholin. Blutzucker 
nach 


1, Stunde . . . . . 0,107 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,109 Proz. 
vk, 049 „ ou 0,109 ,, 
A ita . OS ,, 3 e a 0, LOS: e 
l 


| 
A ag aaae y Te Se eso DT 5 
M e MT e d en ie ie éi ée OT 5 


Am 52. Tage nach der Operation Gewicht 2900 g. Blutzucker nüchtern 
0,134 Proz., subkutane Injektion von 58,0 mg Acetylcholin. Blutzucker 
nach 


l4 Stunde . . . . . 0,134 Proz. > 2 Stunden. . . . . 0,136 Proz. 
Bon Er OIE ES DIE a. a AMOO. e 
So ps 0,139 ,, 3 = ee 0,135 ` 
l o e e OO: vie, MS E aer O od 


bo. ta BE a. 4 o o e E 
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15 Minuten nach der Injektion leichte Salivation, die nur eine halbe 
Stunde anhált. 

Der besseren Ubersicht wegen bringe ich die drei Versuche in Kurven- 
form. 






| 


0.08 
EE 1% 2 2% 3 3% 4 
Abb. 3. 
Vor der Operation. 
xX----- Am 2. Tage nach der Unterbinduny. 
DE - Am 52. Tage nach der Unterbindung. 


Versuch 4. 


Kaninchen, œ, 2600 g, Blutzucker nüchtern 0,106 Proz., erhält sub- 
kutan 52 mg Acetvleholin. Blutzucker nach 


L Stunde 0,153 Proz. 2 Stunden. 0,143 Proz. 


E gye re OLE s SR, e 0,136. as 
D s ne ees I y 3 SEENEN OT E 
ao ase OR e ga as e DS a 


I ,„ gr an er ee 3 4 Su mas OS y 


5 Minuten nach der Injektion reichliche Salivation, die etwa 15 Stunde 
anhält, Tier ist etwas unruhig. 

Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges. 

Am fünften Tage nach der Operation 2480 g Gewicht, Blutzucker 
nüchtern 0,126 Proz., subkutane Injektion von 50,0 mg Acetylcholm. 
Blutzucker nach 


14 Stunde 0,129 Proz. 2 Stunden. 0,127 Proz. 
I 0.1357 D y 0,127 „ 
E y 0.150 a, 0,127 - 
f 0.136, 31, „ 0,126 
e. a 0.132, 4 K 0.126 


5 Minuten nach der Injektion mäßige Salivation, die etwa 3, Stunden 
anhält. Tier in der ersten Stunde etwas unruhig. 
Am 31. Tage nach der Unterbindung Gewicht 2830 g, Blutzucker 


nüchtern 0.123 Proz.. subkutane Injektion von 57,0 mg Acetylcholin. 
Blutzucker nach 


14 Stunde . . 0,123 Proz. 2 Stunden. . . 0,131 Proz. 
ao» re a RIDO a Da a OS a 
E. g ee EEST 5 3 né Le e RO a 
l E ¿a IE 2; BI, y Ss a 5 © 7 
Ms. e po O. as 4 i aea a IS e 
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Nach 10 Minuten geringe Salivation, die nur 14 Stunde anhält, Tier 
in der ersten Stunde etwas unruhig. 


Auch diese drei Versuche gebe ich in Kurvenform wieder. 
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Abb. 4. 
o Vor der Operation. 
y Am 5. Tage nach der Unterbindung. 


Co. Am 31. Tage nach der Untiurbinduny. 


Wie beim Cholin zeigen auch diese beiden Versuche, daß Acetyl- 
cholin beim normalen Tiere eine starke Erhöhung des Blutzuckers 
hervorruft; sie ist entsprechend der größeren Giftigkeit der Substanz 
viel ausgeprägter als nach Cholin. Kurz nach der Unterbindung des 
Pankreasganges bedingt Acetylcholin auch noch eine Erhöhung des 
Blutzuckerspiegels, jedoch schon nicht mehr eine so starke, und 
mehrere Wochen später ist die Blutzuckersteigerung im Versuch 3 
kaum noch vorhanden, im Versuch 4, wo die dritte Injektion schon 
nach 30 Tagen erfolgte, nur ganz schwach angedeutet. Offenbar war 
hier in der verhältnismäßig kurzen Zeit die Sympathicotonie noch 
nicht so stark ausgeprägt wie bei dem anderen Tiere nach Verlauf 
von Al Tagen. 

Als drittes parasympathisches Gift untersuchten wir das Physo- 
stigmin. 


Infolge der außerordentlichen Giftigkeit dieser Substanz hatten wir 
mehrere Tiere mitten in unseren Versuchsserien verloren, obwohl wir 
die in der Literatur festgelegte Dosis von 1,0 mg pro Kilogramm Körper- 
gewicht in keinem Falle überschritten hatten, Vielleicht wirkt das Gift 
bei verschiedenen Kaninchenrassen verschieden. Da unsere Versuche 
wegen meiner Rückreise nach Japan bis zu einem bestimmten Termin 
beendet sein mußten, begnügten wir uns nach den ersten Mißerfolgen 
mit nur zwei Injektionen. Die erste erhielten die Tiere im normalen 
Zustande, die zweite erst 2 bzw. 21 » Monate nach der Unterbindung 
des Ponkreaaganges. Ich beschränke mich auch hier auf die Mitteilung 
von nur zwei Versuchen. 
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Versuch 5. 


Kaninchen, 2, 2145 g, Blutzucker nüchtern 0,083 Proz., erhält sub- 
kutan 2,0 mg Physostigmin, in Wasser gelóst. Blutzucker nach 


Y, Stunde . . . . . 0,097 Proz. | 2 Stunden. . . . . 0,096 Proz. 
o 0,099 „ | au. 0,095 ,, 
vu, Un „ 3 „oa a a 0,095 

1 MO y A, 0,086 ,, 
a 0,109 „ 4 SE 0,085 „ 


25 Minuten nach der Injektion Tier sehr unruhig, Atem etwas frequent, 
zittert am ganzen Kórper, nach 1 Stunde Zustand wieder besser. 

Einige Tage spáter Unterbindung des Pankreasganges. 

Am 73. Tage nach der Operation Gewicht 3000 g, Blutzucker nüchtern 
0,118 Proz., subkutane Injektion von 3 mg Physostigmin. Blutzucker nach 


1, Stunde . . . . . 0,100 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,112 Proz. 


Y ar LO e A gen rec UA y 
D a aeea aS ,, ¡3 ea OA 
] = agas OO qe. E O Ge e a a IS: os 
H e a 0,112 „ 14 bag "dë . 0,113 „ 


Nach einer halben Stunde etwas unruhig, Körperhaltung etwas unsicher. 
ılann wieder bald normal. 
Die ermittelten Werte gebe ich in Kurvenform wieder. 








Abb. 5. 
o Vor der Operation. 
CO Am 73. Tage nach der Unterbindung. 


Versuch 6. 


Kaninchen, œ, 1850 g, Blutzucker nüchtern 0,098 Proz., erhält sub- 
kutan 2,0 mg Physostigmin. Blutzucker nach 


14 Stunde . . . . . 0,106 Proz. | 2 Stunden. . . . . 0,129 Proz. 
OB rn 0 „ 
ee OLMO: 3 O MO 
1 » on. O 127, A 5 
12: = y ET 5 4 e de e . 0,105 5; 


45 Minuten nach der Injektion Unruhe, Tier macht ängstlichen Ein- 
druck, leichtes Zittern am ganzen Körper, nach 2 Stunden wieder normal. 

Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges. 

Am 59. Tage nach der Operation 3020 g Gewicht, Blutzucker 0,137 Proz.. 
erhält 3,0 mg Physostigmin subkutan. Blutzucker nach 


14 Stunde . . . . . 0,132 Proz. : 11% Stunden. . . . . 0,137 Proz. 
CH sr e em 2 sea 0186: y 
34 SN <... AO Ee ege <... . 0.135 


l en DEE .. 3 e 01133, 
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Nach 15 Minuten Unruhe, vorübergehend klonische Zuckungen in 
den hinteren Extremitäten, leichte Salivation, nach 1 Stunde Zustand besser. 

Auch diese beiden Zahlenreihen bringe ich zum besseren Vergleich in 
Kurvenform. 





Abb. 6. 





Vor der Operation. 
oo Am 59. Tage nacb der Unterbindung. 


Aus beiden Versuchen geht hervor, daß Physostigmin beim nor- 
malen Tiere eine, wenn auch nicht beträchtliche, so doch deutliche 
Erhöhung des Blutzuckers bewirkt. Bei längerem Fortfall der äußeren 
Sekretion des Pankreas bleibt eine erneute Injektion von Physostigmin 
nicht bloß ohne jede Wirkung, sondern wir sehen sogar ein Absinken 
des Blutzuckerspiegels innerhalb der ersten Stunde, und erst allmählich 
kehrt dann der Blutzucker wieder zu seinem Ausgangswert zurück. 


Wenn wir die Resultate sämtlicher Versuche mit den drei para- 
sympathischen Giften zusammen betrachten, so haben sie überein- 
stimmend mit den früher mitgeteilten Pilocarpinversuchen ergeben, 
daß das normale Kaninchen auf die subkutane Verabfolgung der Gifte 
mit einer Erhöhung des Blutzuckerspiegels antwortet, die etwa nach 
l Stunde ihren Höhepunkt erreicht und dann wieder allmählich zur 
Norm zurückkehrt. Kurze Zeit nach der Unterbrechung der äußeren 
Sekretion des Pankreas bleibt diese Wirkung der Gifte noch unver- 
ändert bestehen, um allmählich immer schwächer zu werden. Bei 
genügend langer Lebensdauer der Versuchstiere schwindet die Wirkung 
der Gifte immer mehr, bis sie schließlich gänzlich ausbleibt oder sogar 
m das Gegenteil, nämlich eine Erniedrigung des Blutzuckerspiegels 
umschlágt. Die Erklärung für dieses Verhalten sehen wir darin, daß 
sich nach der Unterbindung des Pankreasganges bei den Tieren all- 
mählich ein Zustand von Sympathicotonie herausbildet, der die Wirkung 
des Giftes paralysiert, und je nachdem die Sympathicotonie eine schwache 
oder starke ist, sehen wir eine mäßige oder kräftige Abschwächung der 
Giftwirkung oder gar eine gänzliche Aufhebung derselben. 

Im Anschluß an diese Versuche mit parasympathischen Giften 
haben wir noch solche mit einem sympathischen Reizmittel, dem 
Caleium, angestellt. Schon früher hatten Wohlgemuth und Mochizuki 
gezeigt, daß beim Kaninchen im Stadium ausgesprochener Sympathı- 
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cotonie Adrenalininjektionen eine besonders starke Erhöhung des 
Blutzuckers bedingen, und daß hier die Adrenalinwirkung besonders 
lange anhält. Hiernach war zu erwarten, daß Calcium bei unseren 
Tieren ebenfalls einen beträchtlichen Blutzuckeranstieg hervorrufen 
würde. Allerdings haben die bisher hierüber vorliegenden Unter- 
suchungen ergeben, daß Calcium nur eine sehr schwache Wirkung 
auf den Blutzuckerspiegel ausübt. So haben Barath!) und später 
Kylin und Nystroem?) nur einen schwachen Blutzuckeranstieg nach 
intravenöser Calciuminjektion am Menschen beobachtet, desgleichen 
Haendel?) an salzarm ernährten Ratten, während Hochfeld*) gar keine 
Beeinflussung des Blutzuckers und Schenk®) sogar eine vorübergehende 
Senkung des Blutzuckerspiegels nach Calcium fand. Wenn man aber, 
wie noch vor kurzem Kylin®) gezeigt hat, vorher Calcium injiziert und 
nachher Adrenalin, so bekommt man ein viel besseres Resultat als 
ohne vorherige Calciuminjektion. Calcium fördert also die Adrenalin- 
wirkung. Hiernach hofften wir, daß das Calcium bei unseren Tieren 
mit gesteigertem Sympathicotonus besonders günstige Bedingungen 
antreffen und einen starken Effekt erzielen würde. 


Von unseren Versuchen seien im folgenden nur zwei mitgeteilt. 


Versuch 7. 


Kaninchen, Y, 2030 g, Blutzucker nüchtern 0,101 Proz. Das normale 
Tier erhält intravenös 5,0 cem proz. CaCl,-Lósung. Blutzucker nach 





14 Stunde . . . . . 0,114 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,117 Proz. 

L, de ar . 0,120 > ,, 21% = ee ee ALO 

34 Se a E GRBE ` 3 5 d a . . 0,108 5 
l 3 e ZO 5 31, s» o... . 0104 n. 
11% We e Je e e ES, 2 4 AS oo.. . +. 0,099 ., 


Einige Tage später Unterbindung und Durchschneidung des Pankreas- 
ganges. Am 10. Tage nach der Operation Gewicht 2370 g. Blutzucker 
nüchtern 0,117 Proz., intravenöse Injektion von 5,0ccm proz. CaCl,- 
Lösung. Blutzucker nach 


14 Stunde . . . . . 0,112 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,103 Proz. 
Dos, DEE OHR ay E A o... . 0,1104 ,, 
dr Cep a a . . 0,099, 3 e o... . 0,105 
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1) Barath, Klin. Wochenschr. 1914, Nr. 36, S. 1618. 

2) Kylin und Nystroem, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 6, S. 260; Nr. 11, 
S. 501. 

3) Haendel, diese Zeitschr. 146, 440, 1924. 

1) Hochfeld, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 119, 1923. 

5) Schenk, ebendaselbst 12, 269, 1921. 

$) Kylin, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 20, S. 969. 
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Am 47. Tage nach der Unterbindung Gewicht 2550g, Blutzucker 
nüchtern 0,137 Proz., intravenöse Injektion von 5,0 ccm proz. CaCl,- 
Lösung. Blutzucker nach 


į Stunde . . . . . 0,161 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,145 Proz. 
y KA o Ar e LODO: as | 21 o E Ar A 
SC ie er DEE 13 Ss e pe IS 
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Zur besseren Übersicht der Resultate folgende Kurve: 








Abb. 7. 
0 Vo: der Operation. 
xX---- -— Am 10. Tage nach der Unterbindung. 
(GC: Am 47, Tage nach der Unterbinduny. 


Versuch 8. 


Kaninchen, œ, 2660 g, Blutzucker nüchtern 0,105 Proz. Das normale 
Tier erhält intravenös 5,0cem proz. CaCl,-Lösung. Blutzucker nach 


l,Stunde . . . . . 0,118 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,107 Proz. 
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Unterbindung und Durchschneidung des Pankreasganges, 7 Tage 
später Gewicht 2510 g, Blutzucker 0,125 Proz., intravenöse Injektion von 
al cem CaCl,-Lösung. Blutzucker nach 


Stunde . . . . . 0,128 Proz. — 2 Stunden. . . . . 0,121 Proz. 
1, y3 S re 0,127 D 2 Lo If rs 0,123 

GC EE E O20 RR 3 A oe ar 22 eg 
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Am 34. Tage nach der Unterbindung Gewicht 2900 g., Blutzucker 
nüchtern 0,114 Proz., intravenöse Injektion von 5,0 cem 5proz. CaCl,- 
Lösung. Blutzucker nach 


Stunde . . . . . 0,127 Proz. . 2 Stunden. . . . . 0,126 Proz. 
o asa HEI, MS aa. Ze 
Se ae wé EE E > ese GC y 
Eoo deg a OZ ADE e Aaa Dd ` 
Io, e ei LE a od ao ar. a 
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Zum besseren Vergleich der Resultate folgende Kurve: 








0.14 
0,13 
012 
0,171 
010 
009 
Abb. 8. 
© Vor der Opcration. 
x----- Am 7. Tage nach der Unterbindung. 
O retenes Am 34. Tage nach der Unterbindung. 


In beiden Fällen sehen wir, daß intravenöse Calciumzufuhr bein 
normalen Tiere eine deutliche Steigerung des Blutzuckers bedingt, sie 
ist etwas stärker bei dem ersten und hält hier auch etwas länger an. 
Am achten bzw. siebenten Tage nach der Unterbindung bleibt sie voll- 
kommen aus oder schlägt gar in das Gegenteil um, vermutlich weil in 
diesem Stadium bei erhöhtem Diastasegehalt des Blutes die Leber noch 
nicht die Fähigkeit wiedererlangt hat, Glykogen in ihren Zellen 
zu speichern. Am 47. Tage nach der Unterbindung sehen wir 
dann wieder einen deutlichen Effekt des intravenös zugeführten 
Calciums, der aber relativ nicht höher ist als bei dem Tiere vor 
der Unterbindung. Auch bei dem Versuch 8 ist die Calcium- 
wirkung nicht stärker als vor der Unterbindung; beide Kurven 
verlaufen durchaus parallel. Gleichwohl ergaben Versuche an diesen 
Tieren mit Cholin und Acetylcholin, daß sie sich in der Zeit der 
Calciumversuche in einem Zustand ausgesprochener Sympathicotonie 
befanden. Hiernach dürfte wohl der Schluß berechtigt sein, daß 
die Calciumwirkung in ihrem Wesen von der Adrenalinwirkung 
verschieden ist. Denn wie aus der ersten Mitteilung von Wohl- 
gemuth und Mochizuki hervorgeht, bewirkt Adrenalin bei Kaninchen 
im Stadium ausgesprochener Sympathicotonie ganz enorme Blutdruck- 
steigerungen. 

Das Verhalten des  Blutzuckerspiegels ist nur eines de: 
Symptome, denen man bei der Sympathicotonie begegnet, und 
man könnte den von uns geführten Beweis für nicht ganz 
lückenlos erklären, wenn wir nur auf ihn uns stützen wollten. 
Wir bemühten uns deshalb, noch andere Merkmale bei unseren 
Tieren ausfindig zu machen, die für die Annahme einer gestel- 
gerten Erregbarkeit des sympathischen Nervensystems verwertet 
werden konnten. 

Als solche kamen in Betracht einmal das Verhalten der Elektrolyte 
im Blute und dann der Gehalt des Blutes an Adrenalin. 
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II. Die Elektrolyte im Blute. 


Wir wissen heute, daß der tierische Organismus mit derselben 
Zähigkeit, mit der er den Blutzuckerspiegel auf einem ganz bestimmten 
Niveau zu halten sucht, auch die Elektrolytkonzentration des Blutes 
festzuhalten bestrebt ist und Schwankungen darin sehr schnell wieder 
ausgleicht. Nach den bedeutsamen Untersuchungen von Kraus, Zondek 
und ihren Mitarbeitern!) hat nun als Vertreter des sympathischen 
Typus das Ca-Ion, als Vertreter der parasympathischen Funktion das 
K-Ion zu gelten. Verschiebungen nach der einen oder anderen Richtung 
ergeben sich je nach der Art des Reizes, der gerade auf den Organismus 
wirkt; beim parasympathischen Reiz eine Verschiebung im Kalium-, 
beim sympathischen Reiz eine solche im Calciumgehalt. 


Im vorliegenden Falle interessierte uns in erster Reihe das Ver- 
halten des Calciums, als des Vertreters des sympathischen Reizes. 


Billigheimer?) hat am Menschen gezeigt, daß durch Injektion 
von Adrenalin neben einer Steigerung des Zuckers eine Abnahme des 
Ca-Gehalts im Blute zu beobachten ist, die nach seiner Ansicht von der 
etwas schneller verlaufenden Konzentrationsänderung im Blute nicht 
abhängig ist. Unter Zuhilfenahme der Zondekschen Theorie erklärt 
er diesen Effekt so, daß durch den Sympathicusreiz die Ca-Ionen nach 
den Orten der Erregungsvorgänge im Nerven geleitet und dadurch dem 
Blute entzogen werden. In interessanter Weise hat dann Glaser?) 
gezeigt, daß es gar nicht eines so großen Impulses wie einer Adrenalin- 
injektion bedarf, um Schwankungen im Ca-Gehalt des Blutes herbei- 
zuführen, sondern daß dieser Effekt schon eintreten kann nach Tonus- 
schwankungen im vegetativen Nervensystem, wie sie durch künstliche 
Erregung und nachfolgende hypnotische Beruhigung ausgelöst werden. 
Mit der Abnahme des Ca-Gehalts des Blutes nach Adrenalininjektionen 
gehen nach Dresel und Kaiz*) auch Schwankungen im Kaliumgchalt 
einher, die je nach dem verschiedenen Erregungszustand des vege- 
tativen Nervensystems verschiedene Intensität zeigen. Auch nach 
Durchschneidung .beider Nervi vagi und Reizung eines Splanchnicus. 
wie sie Wollheim5) durchgeführt hat, zeigten sich Änderungen im 
Elektrolytgehalt des Pfortaderblutes zugunsten des Kaliums. Aus 
den Versuchen geht gleichzeitig hervor, wie wichtig es ist, neben 
dem Calcium auch das Kalium zu bestimmen. Denn nicht’ selten 

1) Kraus, Zondek, Arnold: und Wollheim, Klin. Wochenschr. 1924, 
Nr. 17, S. 707. 

2) Billigheimer, ebendaselbst 1922, Nr. 6, S. 246. 

3) Glaser, ebendaselbst 1924, Nr. 33, S. 1492. 

1) Dresel und Katz. Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 32. 

5) Wollheim, diese Zeitschr. 51, 416, 1924. 
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zeigte sich, daß eine Änderung im Caleiumgehalt des Blutes nicht zu 
konstatieren war, dagegen aber das Kalium zugenommen hatte. 


Will man also ein richtiges Urteil über die Wirkung irgendwelcher 
Eingriffe auf den Elektrolytgehalt des Blutes haben, so genügt es nicht. 
entweder das Ca oder das K zu bestimmen, sondern man muß den 
Gehalt beider Elektrolyte ermitteln. Denn erst das Verhältnis von K Ca 
gibt ein klares Bild. Von dieser Überlegung ausgehend, haben wir bei 
unseren Versuchstieren erst im normalen Zustande und dann nach 
der Unterbindung des Pankreasganges in gewissen Intervallen gleich- 
zeitig den Ca- und K-Gehalt des Serums bestimmt und das Verhältnis 
von K/Ca berechnet. Außerdem haben wir auch den Gehalt des 
Blutes an anorganischem Phosphor ermittelt. Die Ca-Bestimmung 
geschah nach de Waard, die K-Bestimmung nach Kramer und 
Tisdall, die P-Bestimmung nach Bell-Doisy. Die mitgeteilten Re- 
sultate sind stets Mittelzahlen aus zwei gut übereinstimmenden 
Werten. Drei Versuche seien im folgenden mitgeteilt, zur besseren 
Übersicht in tabellarischer Form. Die Zahlen verstehen sich für 
100 ccm Serum. i 


Versuch 9. 


Kaninchen, œ, 1790 g. 








Zeit der Untersuchung K | Ca K: Ca P 
GEN _ mg O ME SE 
Vor der Operation. ..... 18,84 | 17,65 1,07 6,39 
Nach der Operation, 6. Tag . . 21,0 | 16,5 1,27 6,25 
BT es 2125 . 176 1,20 Gu 
42. Top $ aa ee el 197 > 16,6 1,19 5,8 
II LA. g aa a Eer 1934 , 165 1,17 6,05 


Wenn wir zunächst die Ca-Werte betrachten, so sehen wir bald 
nach der Unterbindung ein deutliches Absinken. 4 Wochen später ist 
wieder der Ausgangswert ungefähr erreicht, dann aber tritt abermals 
eine Senkung des Calciumspiegels ein, die noch nach 55 Tagen un- 
verändert fortbesteht. Im entgegengesetzten Sinne bewegen sich die 
Kaliumzahlen. Kurz nach der Operation ein bedeutender Anstieg, der 
am 28. Tage seinen Höhepunkt erreicht; dann ein allmähliches Ab- 
sinken. Aber noch 55 Tage nach der Unterbindung ist der Kalium- 
spiegel höher als beim normalen Tiere. Am deutlichsten kommt die 
Elektrolytverschiebung zum Ausdruck in den Zahlen, durch die das 
Verhältnis K : Ca ausgedrückt wird. Hier sehen wir deutlich den Um- 
schwung zugunsten von Kalium, der sich während der ganzen Beob- 
achtungszeit kaum ändert. Die Werte für den anorganischen Phosphor 
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bewegen sich in der gleichen Richtung wie die des Calciums. Zur 
besseren Illustration des Gesagten gebe ich die Zahlen für K, Ca und 
K:Ca in Kurvenform wieder. 





vor am am an Im 
der 6Tage 28 iage W2lage 535747? 
Operanon nach der Cperction 


Abb. 9. 


Versuch 10. 


Kaninchen, Y, 2540 g. 





Zeit der Untersuchung i | K:Ca | p 

mg > o mg ` mg 

Vor der Operation. ..... | 19,38 | 17,3 1,12 6,0 
Nach der Operation, 9. Tag . , 19,38 | 16,0 121 | 58 
Bere. 20,23 | 162 124 | 548 
Te ia ar ds 199 [165 120 + 550 


Hier ist der Verlauf ein ganz ähnlicher. x 
Bald nach der Operation sinkt der Caleium- Ao Vi 
wert ab und hált sich viele Wochen etwa in 
der gleichen Hóhe. Der Kaliumspiegel steigt 
langsam an und bleibt viele Wochen auf ’” 
dem Niveau. Dementsprechend zeigt der 780 
Quotient K : Ca einen deutlichen Anstieg, 770 
dr sich auch am Ende des Versuchs 
kaum ändert. Die Werte für den an- 
organischen Phosphor bewegen sich parallel Di 
zu den sinkenden Caleiumwerten. Auch %a r 





20,0 





76,0 


vor am am am 
NM = . . D > = Kë Sé Š AP der 9 Tage 22Tage Y lage 
hier seien die Zahlen in Kurvenform wieder- e ee 
gegeben. Abb. 10. 
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Einen etwas anderen Verlauf als die beiden vorhergehenden Versuche 
nahm noch ein dritter Versuch. 


Versuch 11. 


Kaninchen, 2, 2270 g. 


Zeit der Untersuchung K Ca K : Ca j 

mg my mg 

Vor der Operation. . .... 17,04 16,6 1.02 6,95 
Nach der Operation. 9. Tag 21,5 16,55 1,29 5.25 
SOLO. eu re ee ; 21,24 7,9 1,14 6,36 
DO: ur u. Beet E AN 21,1 17,8 1,14 7,3 


Bei diesem Tiere sinkt nicht der Ca-Wert, sondern er steigt sogar 
allmáhlich an. Gleichzeitig geht aber auch der Kaliumwert so stark 
in die Höhe, daß das Verhältnis K: Ca gegenüber dem Anfangswert 
in dem gleichen Maße zunimmt wie bei den beiden anderen Ver- 
suchen. Es resultiert also auch hier ein starkes Übergewicht der 
Kaliumionen gegenüber den Ca-Ionen. In der nachfolgenden Kurve 
kommt das deutlich zum Ausdruck. 


Ko Es hat sich somit in allen drei Ver- 
220 130, suchen übereinstimmend ergeben, daß nach 
au Ausschaltung der äußeren Sekretion des 

Pankreas durch Unterbindung des Aus- 
= führungsganges eine Verschiebung im Elek- 

19,0 trolytgehalt des Serums eintritt. In den 
180 beiden ersten Versuchen sehen wir bald 
Gre nach der Unterbindung des Ductus Wir- 
= sungiamus ein deutliches Absinken der 


Calciumwerte und gleichzeitig ein Ansteigen 

Be er == m der Kaliumwerte. In dem dritten Versuch 

gel aen wn San TI tritt zwar keine Abnahme der Ca-Werte 

Abb. 11. ein, dafür ist aber der Anstieg der Kalium- 

werte ein besonders hoher, so daß schließ- 

lich als Endeffekt — und darauf kommt es doch wohl letzten Endes 

an — ein starkes Überwiegen des Kaliumgehalts gegenüber dem Ca- 

Gehalt im dritten Versuch ebenso resultiert wie in den beiden anderen 
Versuchen. 





Wir haben oben erfahren, daß nach Adrenalininjektion, also 
bei einem künstlich erzeugten Zustand von Sympathicotonie der 
Calciumgehalt des Blutes vorübergehend vermindert, demnach das 
Verhältnis von K : Ca zugunsten von Kalium für kurze Zeit verschoben 
ist. Durch die Unterbindung des Pankreasganges wird, wie unsere 
Versuche zeigen, diese Erscheinung ebenfalls ausgelöst, nur mit dem 
Unterschied, daß es sich hier nicht um ein passageres Phänomen, 
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sondern um einen Dauerzustand handelt. Wir sind demnach auch auf 
Grund des Verhaltens der Elektrolyte im Blute berechtigt, den durch die 
Unterbindung und Durchschneidung des Pankreasganges sich allmählich 
entwickelnden Zustand unserer Versuchstiere aufzufassen als eine aus- 
gesprochene Sympathicotonie, und zwar nicht bloß als eine akute, sondern 
als eine chronische. 

Außer den beiden Elektrolyten Ca und K haben wir gleichzeitig 
noch den Gehalt des Serums an anorganischem Phosphor bestimmt. 
Die in den obigen drei Tabellen mitgeteilten Zahlen ergeben überein- 
stimmend, daß mit zunehmender Intensität der Sympathicotonie der 
Gehalt des Serums an anorganischem Phosphor abnimmt. In den Ver- 
suchen 1 und 2 besteht ein deutlicher Parallelismus zwischen Ca- und 
P-lonen. Im dritten Falle war auch zunächst eine Abnahme des an- 
organischen Phosphors zu konstatieren, wenngleich hier der Ca-Gehalt 
allmáhlich anstieg, und erst später geht auch der Phosphorwert etwas 
m die Höhe. 

Auch dieser Befund, Sinken des anorganischen Phosphorspiegels, 
könnte als ein Beweis für Sympathicotonie gelten. Denn wir wissen 
aus den Untersuchungen von Essinger und György!) am Kinde, daß 
nach Adrenalininjektionen der Gehalt des Serums an anorganischem 
Phosphor vorübergehend sinkt. 


III. Der Adrenalingehalt des Blutes. 


Als ein weiterer, geradezu direkter Beweis für den Zustand der 
Svmpathicotonie konnte gelten, wenn der Nachweis gelang, daß die 
Nebennieren nach der Unterbindung des Pankreasganges in ge- 
steigertem Maße ihr Sekretionsprodukt an das Blut abgeben. Mit 
Hilfe der Froschpupillenmethode haben wir das Serum unserer Ver- 
suchstiere zunächst vor, dann nach der Gangunterbindung auf seine 
Adrenalinmenge kontrolliert. Wir fanden in der Tat, daß, je länger 
die Ausschaltung der äußeren Sekretion des Pankreas bestand, um 
so mehr die Adrenalinmenge im Blute anstieg. Die Differenzen waren 
hier ganz beträchtliche. Während das normale Tier ganz geringe Mengen 
oder gar nur Spuren von Adrenalin in seinem Serum enthält — bei 
zwei Tieren ließ sich z. B. erst nach Verlauf von 1 Stunde eine ganz 
seringe Pupillenerweiterung konstatieren —, stieg nach der Unter- 
bindung die Adrenalinmenge deutlich an und war bei Abschluß der 
Versuche so groß, daß schon nach kurzer Zeit maximale Pupillen- 
erweiterung eintrat. 

In der folgenden Tabelle geben wir die Resultate wieder, die wir 
an den gleichen Tieren gewonnen haben, die uns zu unseren Elektrolyt- 





1) Essinger und György, diese Zeitschr. 149, 355, 1924. 
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untersuchungen gedient hatten. Zur Erläuterung derselben sei voraus- 
geschickt, daß wir die Reaktion stets an zwei verschiedenen Augen- 
paaren studierten und in der Tabelle nur den Endeffekt aufführen und 
die Zeit, innerhalb der dieser Effekt erreicht war. Die Bezeichnung - 
bedeutet etwas größere Pupillenweite als das Kontrollauge, ++ minde- 
stens doppelt so groß wie die Kontrolle, +++ mehr als dreimal so 
groß bzw. maximale Erweiterung. Die Beobachtung wurde stets über 
2 Stunden ausgedehnt. 




















Kaninchen I , Kaninchen II Kanincben Ill 
| | | A | | u 
Vor der | e? | Vor der / | Vor der | 
Operation + + j6 ` Operation , + A Operation | + # 
Nach der Ope- | | Nach der Opes ` | - Nach der Opes | 
ration, 9. Tag | ++ ¡90% ration,6.Tag ++ i 5 ration, 22. Tag ++ 2 





56. Tag +++! 301 55.Tag (+++, 4lTag +++ 


In allen drei Versuchen sehen wir ein stándiges Stárkerwerden der 
Pupillenreaktion. Alle drei Tiere haben im normalen Zustande nur 
Spuren von Adrenalin in ihrem Blute aufzuweisen, so daß die Pupillen- 
reaktion gerade noch angedeutet ist. Nach der Unterbindung wird 
sie deutlich stärker, besonders beim Kaninchen III, wo bereits nach 
20 Minuten maximale Pupillenerweiterung zu konstatieren war. Nach 
längerem Bestehen der Unterbindung zeigt das Serum aller drei Tiere 
ganz bedeutende Adrenalinmengen gegenüber dem normalen Gehalt. 


Mit diesem Befund ist der dritte und direkte Beweis erbracht, daf 
die Ausschaltung der äußeren Sekretion des Pankreas beim Kaninchen 
schließlich einen Zustand von ausgesprochener Sympathicotonie hervorruft. 


IV. 


Wohlgemuth und Mochizuki haben gezeigt, daß nach der Unter- 
brechung der äußeren Sekretion des Pankreas der Blutzucker allmählich 
ansteigt und die Tendenz hat, immer höher zu steigen. Das haben wir 
auch an unseren Tieren beobachtet. Wenn man nun die Beobachtung 
über viele Monate ausdehnt, kann man Blutzuckerwerten begegnen, 
wie man sie beim leichten Diabetes beobachtet. So zeigten zwei von 
unseren Tieren etwa 7 Monate nach der Unterbindung des Pankreas- 
ganges 0,162 bzw. 0,156 Proz. Zucker im Blute. Trotzdem hat sich 
während der ganzen Zeit bei diesen Tieren niemals Zucker im Urin 
nachweisen lassen. Hätten wir diese verhältnismäßig hohen Zucker- 
werte nur vorübergehend im Blute gefunden, so wäre die ständige 
Zuckerfreiheit des Urins durchaus verständlich. Da aber diese hohen 
Werte bei unseren Tieren viele Wochen bereits im nüchternen Zu: 
stande anzutreffen waren, während der Nahrungsaufnahme also sicher- 
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lich noch höher stiegen, so mußte das Ausbleiben des Zuckers im Urin 
als ein außergewöhnliches Faktum imponieren. Wie sollte man sich 
dieses nun erklären ? 

In sehr interessanten Versuchen an Froschnieren haben Hamburger 
und Brinkmann!) gezeigt, daß ihre Durchlaßfähigkeit für Glucose in 
hohem Maße abhängig ist, abgesehen von dem Zuckergehalt, von dem 
Gehalt der durchströmenden Flüssigkeit an Kalium und Calcium. 
Wenn z.B. zur Ringerflüssigkeit Kalium in einem bestimmten Über- 
schuß zugesetzt wird, das Verhältnis also von K: Ca zugunsten von 
Kalium geändert wird, so wird eine maximale Glucosemenge zurück- 
gehalten (s. Tabelle IV, S. 111, Lei Es besteht demnach ein direktes 
Abhängigkeitsverhältnis der Nierenepithelien bezüglich ihrer Durch- 
lässigkeit von dem Elektrolytgehalt der durchströmenden Flüssigkeit. 
In unseren Versuchen war gezeigt worden, daß nach der Ausschaltung 
der äußeren Sekretion des Pankreas der Elektrolytgehalt des Blutes 
eine prinzipielle Änderung erfährt, so zwar, daß die Calciummengen 
im Blute entweder geringer wurden oder gleichblieben, die Kalium- 
mengen aber größer wurden, so daß als Endeffekt der Quotient K/Ca 
größer war als beim normalen Tiere. Nach den Erfahrungen an der 
Froschniere ist es nun sehr wahrscheinlich, daß diese Elektrolyt- 
verschiebung der Grund dafür ist, daß bei unseren Tieren die Durch- 
lässigkeit der Niere für Zucker eine Abnahme erfahren hat und deshalb 
trotz des ständig hohen Blutzuckers kein Zucker im Urin aufgetreten 
ist. Dabei wird allerdings vorausgesetzt. daß die Nierenepithelien der 
Warmblüterniere in der gleichen Weise von Elektrolyten beeinflußt 
werden wie die Kaltblüterniere, was indes noch zu beweisen wäre. 

Endlich beschäftigten wir uns noch mit der Frage der Verteilung 
des Zuckers im Blute und in den Geweben bei unseren Tieren im nor- 
malen und im sympathicotonischen Zustande. 

Am Menschen haben Müller und Gaenslein?) festgestellt, daß der 
Blutzucker normalerweise immer etwas höher ist als der Gewebszucker. 
Letzterer wurde von ihnen so ermittelt, daß mit Hilfe eines Cantharidin- 
pflasters auf der Haut eine Blase gezogen wurde und der Inhalt der 
Blase auf seinen Zuckergehalt quantitativ untersucht wurde. Beim 
Diabetes sind die Verhältnisse nach Müller und Gaenslein umgekehrt, 
und ebenso wird auch unter dem Einfluß von Insulin der Gewebs- 
zucker höher als der Blutzucker. 

Es war nun von Interesse, die entsprechenden Verhältnisse an 
unseren Tieren zu studieren. Allerdings stellte sich diesen Unter- 
suchungen zunächst eine große Schwierigkeit in den Weg: es war bisher 


!) Hamburger und Brinkmann, diese Zeitschr. 88, 97, 1918. 
2) Müller und Gaenslein, Münch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 6, S. 167. 
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noch niemals gelungen, mit Hilfe von Cantharidenpflaster oder etwas 
Ähnlichem an der Haut des Kaninchens Blasen zu erzielen. Wir bemühten 
uns deshalb zunächst, eine Körperstelle ausfindig zu machen, die für 
unsere Zwecke geeignet war. Nach vielen vergeblichen Versuchen 
erwies sich allein die Innenseite der Ohren als am geeignetsten. Aller- 
dings geht auch hier die Blasenbildung nur langsam vor sich: denn 
meist vergingen 4 bis 5 Stunden, bis sich eine mit genügend Inhalt 
versehene Blase gebildet hatte. An anderen Stellen der Kaninchenhaut 
rief die Applikation von Canthariden nur starke Rötung hervor ohne 
wesentlichen Austritt von Gewebsflüssigkeit, selbst wenn wir das 
Pflaster 8 bis 10 Stunden oder gar bis zum nächsten Tage liegen ließen. 
Im Blaseninhalt bestimmten wir den Zucker ebenso mit der Bangschen 
Methode wie den Blutzucker. Dabei ergab sich, daß beim Kaninchen 
die Verhältnisse umgekehrt liegen wie beim Menschen. In der Norm 
ist der Gewebszucker stets stwas höher als der Blutzucker. Nach der 
Unterbindung tritt allmählich ein Ausgleich ein: Blut- und Gewebs- 
zucker sind fast gleich, und bei längerem Bestehen des sympathicotoni- 
schen Zustandes ist der Gewebszucker etwas niedriger als der Blut- 
zucker. Die Resultate unserer Versuche seien in folgender Tabelle 
wiedergegeben. 


Kaninchen B Kaninchen D Kaninchen F 

















Blutzucker Gewebszucker Blutzucker Gewebszucker Blutzucker Gewebszucker 





Norrnales 


Tier . . 0,003 0,103 0,097 0,120 0,114 0,134 
Svmpathi- | 
eotonie. 0.129 0.125 0118 OIII 0,142 0,136 





Die Resultate stimmen in allen drei Versuchen gut überein, so dab 
wir annehmen dürfen, daß beim Kaninchen die Verteilung des Zucker: 
im Blute und in den Gewebssäften umgekehrt ist wie beim Menschen, 
und daß erst unter dem Einfluß der Sympathicotonie der Blutzucker 
höher wird als der Gewebszucker. 


Zusammeufassung. 


1. Cholin, Acetylcholin und Physostigmin bewirken beim normalen 
Kaninchen Blutzuckersteigerung. Kurze Zeit nach der Unterbindung 
des Pankreasganges ist die Wirkung des Giftes die gleiche. Bei langem 
Bestehen der Unterbindung verlieren aber die parasympathischen Gifte 
ihre blutzuckersteigernde Wirkung, und zwar deshalb, weil bei den Tieren 
sich inzwischen ein Zustand von ausgesprochener Sympathicotonte ent- 
wickelt hat. 
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2. Intravenöse Zufuhr von Calciumchlorid bewirkt beim normalen 
Tiere eine Steigerung des Blutzuckers, doch bleibt die Wirkung wesentlich 
hinter der von Adrenalin zurück. 

3. Unterbrechung der äußeren Sekretion des Pankreas durch Unter- 
bindung und Durchschneidung des Ductus Wirsungiamus ruft eine Ver- 
schiebung der Elektrolyte im Blute hervor, so zwar, daß das Verhältnis 
von K Oo gegenüber der Norm beträchtlich ansteigt. Dieses Überwiegen des 
Kaliums über das Calcium ist ganz charakteristisch für eine Reizung des 
Sympathicus. 

4. Das wird direkt bewiesen durch das Auftreten. von verhältnismäßig 
großen Mengen von Adrenalin im Blute nach Unterbindung des Pankreas- 
ganges. 

A. Ebenso wie das Ca nehmen auch die anorganischen Phosphate 
im Blute nach der Unterbindung ab. 

6. Das normale Kaninchen hat in seinem Blute weniger Zucker als 
in den (rewebssäften. Nach Eintritt der Sympathicotonie wird der Blut- 
sucker höher als der Gewebszucker. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi-Hoshi- 
Stiftung verdanken. 


Über den Zuckerabbau in der menschlichen Plazenta. 


Von 
Rintaro Tateyama. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


So selbstverständlich es ist, daß die Plazenta für die Entwicklung 
des Fótus von ausschlaggebender Bedeutung ist, so wenig sicher weih 
man heute, in welcher Form die durch das mütterliche Blut in die 
Plazenta strömenden Nährstoffe dem kindlichen Organismus zugeführt 
werden, mit anderen Worten, welche Stoffwechselvorgänge sich inner- 
halb der Plazentarzellen abspielen. Man hat versucht, einen Einblick 
hierin zu gewinnen, indem man in der Plazenta nach den verschiedensten 
Fermenten gefahndet hat, mit dem Ergebnis, daß die Zahl der bisher 
gefundenen eine recht beträchtliche ist. Besonders gilt dies für die 
Gruppe der kohlenhydratspaltenden Fermente. Es ist sichergestellt, dab 
die Plazenta verhältnismäßig reich an Diastase ist, und daß sie eine 
Lactase und eine Invertase, allerdings nur von geringer Wirksamkeit 
enthält. Nur der Nachweis eines glykolytischen Fermentes ist bisher 
noch nicht mit Sicherheit geglückt. Zwar vermuteten Bergell und Lirp- 
mann!) in der Plazenta einen Abbau der Glucose; aber alle anderen 
Autoren, die sich mit dem gleichen Gegenstand beschäftigt hatten, 
waren zu einem völlig negativen Ergebnis gekommen. Nun unterliegt 
es keinem Zweifel, daß gerade die Glucose dasjenige Kohlenhydrat 
ist, das in weitaus größter Menge ständig der Plazenta zugeführt wird. 
Ein Teil dieser Glucose wird sicherlich als Glykogen in der Plazenta 
gespeichert; denn man findet es in jedem frischen Organ. Nach Mos- 
catti?) beträgt seine Menge gleich nach der Ausstoßung der Plazenta 
ungefähr 5 mg pro 100g Substanz, so daß im ganzen frischen Organ 
etwa 2,5 bis 3,0 g Glykogen enthalten sein dürften. Der andere Teil 


1) Liepmann und Bergell, Münch. med. Wochenschr. 1905, Nr. 46. 
2) Moscatti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 388, 1907. 
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der Glucose, welcher in der Plazenta der Glykogensynthese entgeht, 
tritt entweder in unveránderter Form in den Fótus úber, oder er 
wird vielleicht in den Plazentarzellen teilweise abgebaut. Doch fehlt 
hierfúr noch, wie gesagt, der strikte Beweis, und ebenso ist es gánzlich 
ungeklárt, welchen Weg der Zuckerabbau eventuell nehmen kónnte. 
Andererseits wissen wir, daß die Plazenta imstande ist, Abbauprodukte 
der Glucose weiter zu verändern. Dafür spricht das Vorkommen einer 
Carboxylase, die Maeda !) in ihr nachgewiesen hat. Denn er konnte 
zeigen, daß Brenztraubensäure, die im Einklange mit der von Neuberg 
begründeten Lehre auch nach den neuesten Untersuchungen von 
Meyerhof ?) als ein Zwischenprodukt beim Abbau des Traubenzuckers 
im Muskel zu gelten hat, von der Plazenta weiter abgebaut wird. 

Alle Forscher, die sich bisher mit der Frage von dem Abbau der 
Glucose in der Plazenta beschäftigt hatten, waren bestrebt, eine Ab- 
nahme des zugesetzten Traubenzuckers zur Plazenta festzustellen. 
Diese Versuchsanordnung hat bisher, wie bereits oben gesagt, zu keinem 
sicheren Ergebnis geführt. Ich habe deshalb auf Veranlassung von 
Herrn Prof. Wohlgemuth diese Frage auf einem ganz anderen Wege 
zu entscheiden versucht. 

Aus den fundamentalen Arbeiten von Neuberg und seinen Schülern 
geht als unwiderlegliche Tatsache hervor, daß die Glucose bei ihrem 
Abbau durch Hefe ?) die Acetaldehydstufe durchläuft, und daß auch 
in tierischen Organen wie Leber und Muskel?) sich der Zuckerabbau 
in der gleichen Richtung bewegt. Diese äußerst wichtige Entdeckung 
gelang ihm mit einer Methode, die ebenso sinnreich wie elegant war, 
und die es gestattet, den äußerst veränderlichen Acetaldehyd zum 
größten Teil zu fassen und zu bestimmen. Sie besteht darin, daß man 
dem Organbrei außer dem Traubenzucker noch eine bestimmte Menge 
sekundäres Calciumsulfit zusetzt. Dieses hat die Eigenschaft, den 
entstehenden Aldehyd fest an sich zu binden, ihn gleichsam in statu 
nascendi aus der Lösung abzufangen (Neubergs Abfangmethode). 
Danach kann man ihn aus seiner Bindung durch Zusatz geeigneter 
Mengen von CaCO, und CaCl, in Freiheit setzen und abdestillieren. 
Aus dem Destillat wird er zwecks Beseitigung etwa beigemengter flüch- 
tiger Substanzen, die seine spätere quantitative Bestimmung stören 
könnten, wie NH, und H,S durch Redestillation über H,SO, bzw. 
PbCO, isoliert und nun nach Umsetzung mit Hydroxylaminsulfat 
titrimetrisch quantitativ bestimmt. 

1) Maeda. diese Zeitschr. 143, 347, 1924. 

2) Meyerhof, Klin. Wochenschr. 4, 341, 1925 und diese Zeitschr. 157, 
459, 1925. 

3) Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst S9. 365, 1918. 

2) Neuberg und Gottschalk, ebendaselbst 146, 164, 1924. 
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Ich habe nun untersucht, ob die Plazenta !) ebenso wie die Leber 
und der Muskel imstande ist, Glucose über Acetaldehyd abzubauen. 
Nachdem orientierende Vorversuche ein positives Resultat ergeben 
hatten, beschränkte ich mich nicht darauf, nur das Verhalten der Glu- 
cose zu studieren, sondern dehnte meine Versuche noch auf andere 
Zuckerarten aus, wie Glykogen, lösliche Stärke, Kartoffelstärke, Weizen- 
stärke, Rohrzucker, saccharosephosphorsaures Natrium und Milch- 
zucker. 


Im einzelnen wurden die Versuche so ausgeführt, daß die Plazenta 
sehr bald nach ihrer Ausstoßung in größere Stücke zerschnitten, durch 
gründliches Waschen vom Blute befreit und zwecks völliger Zer- 
kleinerung durch eine Fleischmaschine geschickt wurde. Nicht immer 
waren wir in der Lage, die Plazenta so schnell nach ihrer Ausstoßung 
zu verarbeiten; manchmal vergingen viele Stunden bis zur Anstellung 
des Versuchs. Wir hatten aber nicht den Eindruck, daß dadurch die 
Wirksamkeit gelitten hatte. Nach der Zerkleinerung wurden vom 
Brei Portionen zu 50 g abgewogen und mit der doppelten Menge physio- 
logischer Kochsalzlösung verrührt. In dieser Flüssigkeit war das zu 
untersuchende Kohlenhydrat in Mengen von 0,5 bis 1,0 g gelöst worden. 
Dann gaben wir 2g sekundáres Calciumsulfit zu, rührten gut durch. 
fügten nacheinander noch 0,5 g Optochin. bas. und 10 cem eines Phos- 
phatgemisches von py = 6,5 hinzu, schüttelten kräftig durch und stellten 
das Gemisch auf 18 Stunden in einen Brutschrank von 37°C. Gleich- 
zeitig lief immer eine Kontrolle ohne Zusatz eines Zuckers mit. Nach 
Ablauf der Frist wurde das Gemisch quantitativ in einen Destillations- 
kolben übertragen, 5g CaCO, und 5g CaCl,, gelöst in Wasser, zu- 
gegeben und nun der gebildete Acetaldehyd durch Dampf in eine mit 
etwas Wasser beschickte Vorlage übergetrieben. Wenn die Acetaldehrd- 
bildung eine reichliche war, dauerte die Dampfdestillation etwa 30 bis 
40 Minuten. Zwecks Beseitigung des bei der Digestion gebildeten 
Ammoniaks, das bei der späteren Titration hätte stören können, wurden 
ein paar Tropfen 10 proz. Schwefelsäure zugesetzt und wieder destilliert 
und dieses Destillat über 0,5 g Bleicarbonat redestilliert, um Spuren 
von H,S zu eliminieren. Zu dem so gereinigten Destillat, dessen Menge 
nicht mehr als 20 ccm betrug, wurde nach der Vorschrift von Neuberg 
1,0 cem einer 2 proz. Hydroxylaminsulfatlösung zugegeben und dann 
nach 60 Minuten langem Stehen bei 30% C mit n/10 NaOH gegen Methyl- 
orange als Indikator die frei gewordene Säuremenge titriert. Aus 
unseren Protokollen seien einige Versuche hier wiedergegeben. Die 


1) Die Plazenten wurden uns von der Entbindungsanstalt des Rudelf 
Virchow-Krankenhauses in entgegenkommendster Weise geliefert, wofür 
wir Herrn Prof. Dr. Stickel unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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nachfolgenden Zahlen bedeuten Milligramm Acetaldehyd pro 100 g 
Plazenta. 





























Versuch 1. 
Kontrolle | Glykogen Glucose 
2,112 | 44 7832 
Versuch 2. 
Kontrolle | Glykogen | Glucose 
1,676 17,07 | 1548 
Versuch 3. 
Kontrolle | Rohrzucker Ä Saccharosephosphors. Milcbzucker Glucose 
| | Natrium NT | SS 
0.88 | 7,92 2,62 2.816 5,28 
Versuch 4. 
Kontrolle | Lösliche Stärke | Kartoffelstärke | Weizenstärke 
SS Et ¡=> ps Pu gen Ee R Gem Ze u” deefe kent, a nd A 
0,792 ' 15,136 | 100 73 


Wir schen, daß sämtliche von uns untersuchten Kohlenhydrate 
durch die Plazenta zu Acetaldehyd abgebaui werden. Dieser Abbau 
ist für die einzelnen Zuckerarten graduell verschieden, und es hat den 
Anschein, als ob auch die Plazentarzellen nicht immer in gleichem 
Sinne wirken. So ist im ersten Versuch die Glucose ein viel kräftigerer 
Acetaldehydbildner als im zweiten Versuch. In letzterem ist das Organ 
von ganz besonders starker Wirkung ; denn wir begegnen hier Acetaldehyd- 
mengen, wie wir sie in keinem Falle sonst angetroffen haben. Von 
den Disacchariden liefert der Rohrzucker am meisten Acetaldehyd, 
von den untersuchten Polysacchariden, wenn wir vom Glykogen ab- 
sehen, die lösliche Stärke. 


Die Schwankungen, denen wir in den Kontrollen begegnen, dürften 
wohl zurückzuführen sein auf den Gehalt der Plazenta an eigenem 
Glykogen. Da dieses bald nach der Ausstoßung verschwindet, so findet 
man auch in den Kontrollen, die von etwas älteren Plazenten stammen, 
weniger Acetaldehyd als in den ganz frischen. 

Wir haben nun weiter geprüft, ob auch in der Plazenta ebenso wie 
in Leber und Muskel durch die Gegenwart von Insulin die Acetaldehyd- 
bildung aus Traubenzucker gefördert wird. Das von uns benutzte 
Insulin stammte von Kahlbaum und wurde in einer Menge von 1,0 cem 
der Versuchslösung zugefügt. Die Versuchsanordnung war die gleiche 
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wie in den anderen Versuchen. Als Beleg sei folgender Versuch mit- 
geteilt: 
Versuch 5. 








Kontrolle | Glucose : Glucose + Insulin 








2112 ı 7832 | 10,032 


Die Wirkung des Insulins ist hier eine recht kräftige, doch war 
sie in anderen Versuchen eine viel schwächere. 

Endlich haben wir noch in zwei Versuchen Aminosäuren auf ihre 
Fähigkeit untersucht, unter dem Einfluß von Plazentarbrei Acetaldehyd 
zu bilden. Nach den Feststellungen von Neuberg und Gottschalk ist 
Meerschweinchenleber imstande, aus a-Alanin Acetaldehyd zu bilden. 
nicht dagegen aus Glykokoll. Wir haben außer Alanin und Glykokoll 
noch Glutaminsáure und Leucin daraufhin geprüft. Die Versuchs- 
anordnung war die gleiche wie in den anderen Versuchen. 


Versuch 6. 





Kontrolle | dlsAlanin Glykokoll | Glutaminsaure 





1496 | 2024 , 1056 | 1,32 


Versuch 7. 


Kontrolle | d-Alanin | dlsAlanin Leucin 


1.056 ` 1232 | 1056  1/056 


In dem ersten Versuch sehen wir nur nach dl-Alanin eine mäßige 
Zunahme der Acetaldehydmenge, wáhrend sie bei Glykokoll und Glut- 
aminsáure ausblejbt; in dem zweiten Versuch hat sich nur für d-Alanın 
ein kleiner Zuwachs feststellen lassen, nicht dagegen für Leuein; auch 
dl-Alanin ist in diesem Falle wirkungslos geblieben. 

Zusammenfassend hat sich also ergeben, daß die Plazenta in 
der Tat imstande ist, Glucose abzubauen. Dies wurde einwandfiti 
nachgewiesen durch das Auftreten verhältnismäßig großer Mengen 
von Acetaldehyd. Durch die Gegenwart von Insulin wird die Bildung 
von Acetaldehyd gefördert. Aber nicht nur Glucose, sondern auch Di- 
und Polysaccharide der verschiedensten Art werden von den Plazentar- 
zellen bis zum Acetaldehyd abgebaut. Ebenso ist die Plazenta imstande, 
aus dl-Alanin und d-Alanin geringe Mengen Acetaldehyd zu bilden. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi-Hosh'- 
Stiftung verdanken. 


Über die Fermente in der menschlichen Brustdrüse. 


Von 
Rintaro Tateyama. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


Eingegangen am 29. Juli 1925. 
g y 


Kein Driisenorgan im menschlichen Organismus ist einem so 
schroffen.Wechsel in seiner Tätigkeit unterworfen wie die Brustdrüse. 
Während alle anderen Drüsen eigentlich ständig Arbeit zu leisten 
haben, die nur von mehr oder weniger kurzen Ruhepausen unterbrochen 
werden, wie z. B. die Leber, das Pankreas, die Magendrüsen, findet 
sich die Brustdrüse entweder in einem Zustand absoluter Ruhe oder 
während der Lactation im Zustand ununterbrochener Tätigkeit. Das 
kommt schon äußerlich darin zum Ausdruck, daß, wenn nach der Ent- 
bindung die Brustdrüsentätigkeit einsetzt — meistens sogar schon 
während der Schwangerschaft — das Organ an Umfang gewaltig wächst, 
so daß die Größe der lactierenden Brust die der ruhenden gewöhnlich 
um ein Vielfaches übertrifft. Bei diesem enormen Wechsel in der Drüsen- 
masse war es von Interesse festzustellen, wie der Fermentgehalt der 
menschlichen Brustdrüse im Stadium der Ruhe und in voller Tätigkeit 
beschaffen ist. | 

Über diesen speziellen Gegenstand existieren bisher nur zwei nicht 
sonderlich erschöpfende Arbeiten, wenn wir von der großen Zahl aller 
derjenigen absehen, die darauf gerichtet waren, eine Erklärung für 
die Entstehung der typischen Bestandteile der Milch, des Caseins und 
desMilchzuckers zu finden. So hat Hildebrandt 11 vergleichende Studien 
über das proteolytische Ferment an der menschlichen Brustdrüse im 
Stadium der Ruhe und der Lactation angestellt und gefunden, daß 
die lactierende Drüse viel größere Quantitäten an proteolytischem 
Ferment enthält als die ruhende. Diesen Befund hat Grimmer ?), der 
aber ausschließlich an tierischem Material arbeitete, bestätigt und 


1) Hildebrandt, Hofmeisters Beitr. 1904, S. 463. 
2) Grimmer, diese Zeitschr. 93, 429, 1913. 
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weiterhin das Vorkommen einer Ereptase, Diastase. Monobutyrase, 
Oxydase, Salolase und Peroxydase festgestellt. 

Wir stellten unsere Versuche fast ausschließlich an ense hen 
Brustdrüsen an. Sie waren darauf gerichtet, zu ermitteln, welchen Fer- 
menten außer dem proteolytischen man in ihr begegnet, und ob diese 
in der lactierenden Brustdrüse in größerer Quantität vorhanden sind 
als in der ruhenden. Die Drüsen, die uns hierfür zur Verfügung standen, 
stammten von Frauenleichen, die etwa 24, bisweilen auch 48 Stunden 
im Kühlraum gelegen hatten. Das Material wurde zunächst von dem 
anhaftenden Fett und den Gefäßen so gut wie irgend möglich befreit 
und dann zwecks Zerkleinerung mehrmals durch eine Fleischmaschine 
geschickt. Der Brei wurde dann mit der 11,fachen Menge physio- 
logischer Kochsalzlösung in der Reibeschale gründlichst verrieben, 
bis zum nächsten Tage im Eisschrank gehalten und nun das Extrakt 
gesondert, mitunter auch mitsamt dem zerkleinerten Gewebe zum 
Versuch verwandt. So haben wir die menschliche Brustdrüse auf 
folgende Fermente untersucht: 


A. Von eiweißspaltenden Fermenten — Fibrinolyse, Gelatinase, 
peptolytisches Ferment, Nuclease. 

B. Von kohlenhydratspaltenden Fermenten — Diastase, Lactase, 
Glykolyse. 

C. Von fettspaltenden Fermenten — Tributyrase. 

D. Phenolase. 


l A. Eiweifspatende Fermente. 

In Rücksicht darauf, daß durch die Untersuchungen von Hilde- 
brandt ein autolytisches Ferment sichergestellt und von Grimmer für 
tierische Milchdrüsen bestätigt war, bemühten wir uns zunächst fest- 
zustellen, ob die menschliche Brustdrüse nicht auch imstande ist, 
organfremdes Eiweiß wie die leicht angreifbare Gelatine und das leicht 
verdauliche Fibrin abzubauen. Derartige Versuche sind bereits von 
Grimmer ausgeführt worden ohne positives Ergebnis. Auch wir konnten 
trotz mannigfacher Variation der Versuchs- und Reaktionsbedingungen 
weder den Abbau des Fibrins noch die Verflüssigung der Gelatine 
beobachten. 

Bezüglich der Protease meint Grimmer, daß ein prinzipieller Unter- 
schied zwischen der ruhenden und der lactierenden Milchdrise besteht 
insofern, als bei der Autolyse der lactierenden Driise im Autolysat 
stets Tryptophan sich findet, in dem der ruhenden Drüse dagegen nicht. 
Diese Differenzierung erscheint nicht gerade überzeugend, wenn man 
bedenkt, daß Hildebrandt bei der Autolyse der ruhenden Drüse stets 
Leucin und Tyrosin in größerer Menge fand und Grimmer selbst auch 
Glvkokoll und Diaminosáuren nachweisen konnte. Dieser Befund 
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besagt doch nichts anderes, als daß bei der Autolyse der ruhenden 
Drüse das Eiweiß bis in seine kleinsten Bausteine zerlegt wird. Nun 
wäre es doch sonderbar, wenn bei einer so tiefgehenden Spaltung gerade 
derjenige Komplex, der das Tryptophan enthält, einer Zerlegung wider- 
stehen sollte. Man könnte sich eher vorstellen, daß auch der tryptophan- 
haltige Komplex in seine einzelnen Bestandteile zerlegt wird, daß aber 
im Verlauf der weiteren Digestion das Tryptophan weiter abgebaut 
wird. Daß ein solcher Vorgang im Bereich der Möglichkeit liegt, geht 
aus der Beobachtung von Fr. Baum!) hervor, wonach bei längerer 
Autolyse z. B. von Pankreas aus dem Indolkomplex sich eine Substanz 
abspaltet, das Scatosin, die keine Tryptophanreaktion mehr gibt. Ob 
bei der Autolyse der ruhenden Milchdrüse ein ähnlicher Vorgang sich 
abspielt, wäre nur so festzustellen, daß man während des Versuchs in 
kurzen Zeitintervallen mittels Brom auf die Gegenwart von Tryptophan 
prüft und feststellt, ob und wann die Reaktion positiv wird, und ob sie 
allmählich wieder verschwindet. Da ich aus Mangel an Zeit diese 
über mehrere Monate sich erstreckende Untersuchung nicht ausführen 
konnte, begnügte ich mich festzustellen, ob ein Extrakt aus der ruhenden 
menschlichen Brustdrüse imstande ist, ein Tryptophan enthaltendes 
Peptid, wie z. B. das Glycyl-Tryptophan, zu zerlegen. 


Ich habe derartige Versuche mit Extrakten sowohl aus ruhenden 
wie aus tätigen menschlichen Brustdrüsen zu wiederholten Malen aus- 
geführt und stets bei beiden eine intensive Spaltung feststellen können. 
Dabei ergab sich kein wesentlicher Unterschied in der Schnelligkeit 
der Spaltung zwischen den beiden Drüsenarten. Es existiert also auch 
in der ruhenden menschlichen Brustdrüse ein peptolytisches Ferment, 
das die Tätigkeit besitzt, Tryptophan aus einer peptidartigen Bindung 
herauszulösen. Das nämliche Ferment haben Wohlgemuth und Strich ?) 
sowohl in der Frauenmilch wie in der Kuh-, Ziegen-, Hund-, Kaninchen- 
und Meerschweinchenmilch gefunden, was später von Warfield *) 
bestätigt wurde. Wenn Grimmer meint, daß gerade das Vorkommen 
dieses peptolytischen Ferments in der Milch ein Beweis für den von 
ihm als besonders charakteristisch bezeichneten Unterschied zwischen 
ruhender und tätiger Milchdrüse ist, so liegt hierfür jetzt keine Ver- 
anlassung mehr vor, nachdem uns der Nachweis desselben peptolytischen 
Ferments auch in der ruhenden Brustdrüse gelungen ist. 


Weiterhin prüfte ich, ob in der menschlichen Brustdriisc ein Ferment 
enthalten ist, das Nucleinsäure spaltet. 


1) Fr. Baum, Hofmeisters Beitr. 3, 439, 1903. 

2) Wohlgemuth und Strich, Sitzungsber. d. Kgl. Preuß. Akad. d. Wiss. 
1910, S. 56. 

3) Warfield, Journ. of med. research 25, 235, 1911. 
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Bei dem enormen Kernzerfall, der sich in der Drüse im Lactations- 
stadium vollzieht, war das Vorkommen einer Nuclease sehr wahr- 
scheinlich. Wenn das der Fall war, mußten sich in einem Gemisch von 
Driisenextrakt und Nucleinsäure Abbauprodukte derselben, also Xan- 
thinbasen und bei tiefgehender Spaltung anorganische Phosphorsáure 
nachweisen lassen ; ich beschränkte mich auf den Nachweis der letzteren. 
Die Versuche wurden mit dem Na-Salz der Thymusnucleinsäure, in 
der Mehrzahl aber mit hefenucleinsaurem Natrium ausgeführt. Die 
Versuchsanordnung war so, daß 2,0 ccm des in der oben beschriebenen 
Weise gewonnenen Drüsenextraktes mit 5,0 ccm einer 2 proz. Lösung 
von nucleinsaurem Natrium versetzt und unter Toluol 48 Stunden im 
Brutschrank gehalten wurden. Zur Kontrolle wurden 2,0 ccm Extrakt 
mit 5,0ccm Wasser und Toluol angesetzt, da ja das Extrakt selbst 
schon geringe Mengen präformierter anorganischer Phosphorsäure 
enthielt. Nach Ablauf der Frist wurden beide Portionen zunächst auf 
gleichen Gehalt an nucleinsaurem Natrium und Wasser gebracht und 
dann in ihnen nach vorheriger Enteiweißung mit Trichloressigsáure 
unter Verwendung von 1,0 ccm des wasserklaren Filtrats die Phosphor- 
sáure nach dem Verfahren von Bell und Doisy kolorimetrisch bestimmt. 
In dieser Weise wurden sowohl ruhende wie tätige Brustdrüsen unter- 
sucht. Das Resultat ist in Tabelle I mitgeteilt ; die hier wiedergegebenen 
Zahlen bedeuten Milligramme anorganischer Phosphorsáure pro lg 
Brustdriise. i 





Tabelle I. 
Ruhende Drüse Lactierende Drise 
Versuch ET SEENEN nea SKS 
Kontrolle Versuch Kontrolle | Versuch 
mg mg i 

] | 26 84 | 44 240 
2 38 66 52 198 
3 32 08 48 210 
4 24 62 32 194 


Aus der Tabelle geht hervor, daß die menschliche Brustdrüse 
imstande ist, Nucleinsäure zu zerlegen, im ruhenden Zustande sowohl 
wie ganz besonders im Stadium der Lactation. Hier übertreffen dit 
Versuchswerte die Kontrollen um das Vier- bis Sechsfache, während 
bei der ruhenden Drüse die Differenz nur das Zwei- bis Dreifache 
beträgt. 

Im Anschluß daran prüften wir, ob die Brustdrüse auch befähigt 
ist, ein phosphoryliertes Kohlenhydrat zu zerlegen. Als solches 
verwandten wir nach Neuberg und Pollak!) synthetisch dargestelltes 


IC. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschrift 23. 515 und 26. 521. 1910. 
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saccharosephosphorsaures Nat-ium. Die Versuchsanordnung war hier 
die gleiche wie in den Versuchen mit Nucleinsáure. 5ccm Extrakt 
wurden mit 0,l g Natriumsalz, gelöst in 10,0 ccm physiologischer 
Kochsalzlösung, versetzt und unter Toluol 48 Stunden im Brut- 
schrank gehalten. Daneben lief eine Kontrolle ohne das Salz. 
Nach Ablauf der Frist Ausgleich der Salz- und Wasserdifferenzen in 
beiden Portionen, Enteiweißung mit Trichloressigsäure und quanti- 
tative Bestimmung der Phosphorsäure kolorimetrisch nach Bell-Dotsy 
in Leem des wasserklaren Filtrats. Das Resultat ist aus folgender 
Tabelle ersichtlich; auch hier bedeuten die Zahlen Milligramme an- 
organischer Phosphorsäure entsprechend 1,0g Drüsensubstanz. 














Tabelle II. 
© Ruhende Deise ` Lactierende Dre 
Versuch  Kontole | og 
SES Kontrolle TEE? | Kontrolle | Versuch 
mg l mg 

1 16 | 30 | 46 90 

2 20 32 | 34 0 62 

3 14 26 22 48 

4 22 42 28 44 


Auch hier sehen wir eine Abspaltung der Phosphorsáure, doch 
ist sie nicht so umfangreich wie in den Versuchen mit Nucleinsáure 
und sie ist auch in der lactierenden Brustdrüse nicht viel größer als in 
der ruhenden. 


B. Kohlenhydratspaltende Fermente. 


Von diesen interessierte uns in erster Reihe die Diastase. 

Während die Milch auf Diastase von einer großen Zahl von Forschern 
untersucht worden ist, hat sich mit dem Vorkommen der Diastase in 
der Milchdrüse bisher nur Grimmer beschäftigt, und zwar erstrecken 
sich seine Untersuchungen ausschließlich auf Drüsen von Tieren. Er 
fand die Diastase in der Milchdrüse vom Rind, Schwein und Pferd; 
nur beim Schaf gelang ihm nicht der Nachweis, wenn er die Drüse im 
ruhenden Zustand untersuchte; im Stadium der Lactation war sie da- 
gegen in mäßigen Mengen nachweisbar. Beim Rinde scheinen die Ver- 
hältnisse gerade umgekehrt zu liegen; hier sind die Diastasemengen 
in der ruhenden Drüse größer als in der lactierenden. Große Mengen 
an diastatischem Ferment wurden von ihm beim Schwein und beim 
Pferd nachgewiesen. 

Meine Untersuchungen an der menschlichen Brustdrüse führte 
ich mit Extrakten aus, die in der oben beschriebenen Weise hergestellt 
waren. Ich bediente mich dabei der quantitativen Reihenmethode von 
Wohlgemuth. Da nur verhältnismäßig geringe Fermentmengen in den 
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Extrakten erwartet wurden, verwandte ich eine einpromillige Stärke- 
lösung bei einer Versuchsdauer von 24 Stunden im Brutschrank. Das 
Resultat dieser Untersuchungen sei in Tabelle III wiedergegeben. 





Tabelle III. 
` Ruhende Drúse | Lactierende Drüse 

Versuch | 380 350 

| d 24h d ab 

1 64 256 

2 64 256 

3 64 128 

4 64 256 

5 64 | 256 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß die menschliche Brustdrüse 
Diastase enthält, und zwar findet sie sich in der lactierenden in weit 
größerer Menge als in der ruhenden Drüse. Denn wir sehen, daß die 
Zahlen der lactierenden die der ruhenden bisweilen um das Vierfache 
übertreffen. Um zu entscheiden, ob diese Menge groß zu nennen ist, 
brauchen wir ein Tertium comparationis. Das Gegebene hierfür dürfte 
die Serumdiastase sein. Im menschlichen Blute, mit derselben Methode 
untersucht, schwanken die Werte zwischen d = 128 — 512. Ver- 
glichen mit den obigen Werten ergibt sich, daß die Diastase in der 
menschlichen Brustdrüse während der Lactation der des Blutes nicht 
viel nachsteht. Dabei ist zu berücksichtigen, daß die in obiger 
Tabelle angeführten Werte sich auf den Extrakt, nicht auf die Drüsen- 
substanz selbst beziehen. 

Sodann untersuchte ich, ob auch die Brustdrüse imstande ist, 
Milchzucker in seine beiden Komponenten zu zerlegen, also eine Lactase 
enthält. Nach unseren heutigen Anschauungen von der Reversibilität 
der Fermente wäre man berechtigt, bei einem positiven Ausfall der 
Versuche auf die Gegenwart eines Milchzucker synthetisierenden Fer- 
ments zu schließen. Daß ein solches in der Brustdrüse vorhanden 
sein muß, unterliegt keinem Zweifel, nur fragt es sich, ob dessen Nach- 
weis im Reagenzglas zu führen ist. Denn man kann sich wohl vorstellen, 
daß innerhalb der sezernierenden Drüsenzellen dieses Ferment volle 
Wirksamkeit besitzt, beim Herauslósen aus dem Zellverband aber 
seine Wirkung vollkommen einbüßt. 

Die Versuche setzte ich so an, daß ich lactierende Brustdrüse 
grúndlichst zerkleinerte, mit der doppelten Menge physiologischer 
Kochsalzlösung in der Reibeschale zu einem möglichst homogenen 
Brei verricb und auf 50g dieses Breies 1,0 g Milchzucker, gelöst in 
50cem physiologischer Kochsalzlósung, zusetzte und dann nach Zufügen 
von Toluol das Gemisch in den Brutschrank stellte. Zuvor wurde ein 
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aliquoter Teil entnommen und in ihm nach Bertrand die Anfangs- 
reduktion bestimmt, indem zur Entfernung der gröberen Gewebsteile 
scharf zentrifugiert, aus dem überstehenden Extrakt das in Lösung 
gegangene Eiweiß mit kolloidalem Eisen beseitigt und in 5,0 ccm des 
wasserklaren Filtrats die reduzierte Kupfermenge ermittelt wurde. 
In der gleichen Weise wurde nach 24, 48 und 72 Stunden verfahren. 
Bei einer Spaltung der Lactose war eine Zunahme an reduziertem Kupfer 
zu erwarten. In allen meinen Versuchen mit menschlicher Brustdrüse 
ergab sich niemals eine Zunahme der Reduktion, wohl aber in einigen 
Fällen eine deutliche Abnahme. Nur in einem einzigen Falle, in welchem 
ich einen Versuch mit der lactierenden Milchdrüse einer Kuh in der: 
oben beschriebenen Weise ansetzte, beobachtete ich eine deutliche 
Zunahme der reduzierenden Substanzen. Doch möchte ich auf dieses 
eine positive Resultat keinen entscheidenden Wert legen. 


Die Abnahme der reduzierenden Kraft in unseren Versuchen wies 
darauf hin, daß während der Digestion ein Abbau des Milchzuckers 
stattgefunden haben mußte, ohne daß es vorher zu einer Zerlegung des 
Zuckers in seine beiden Komponenten gekommen war. Daß ein solcher 
Vorgang möglich ist, wissen wir aus den Arbeiten von Willstaetter !) und 
seinen Mitarbeitern. Sie konnten sowohl für Lactose wie für Maltose 
zeigen, daß eine direkte Vergärung durch Hefe unter bestimmten Be- 
dingungen vor sich gehen kann, auch wenn Lactose und Maltose fehlen 
und keine Spaltung des Zuckers vorher eingetreten ist. Wenn die Brust- 
drüse einer ähnlichen Wirkung fähig war, so mußten sich Abbauprodukte 
des Milchzuckers in der Digestionsflüssigkeit nachweisen lassen. Bis 
vor kurzem wäre ein solcher Nachweis noch auf uniberwindliche 
Schwierigkeiten gestoßen. Durch die grundlegenden Arbeiten von 
Neuberg und seinen Schülern im letzten Jahre wissen wir aber, daß die 
Leber sowohl wie der Muskel imstande sind, Poly- und Disaccharide über 
Acetaldehyd abzubauen. Besonders nachgewiesen haben Neuberg und 
Gottschalk?) dieses für Glykogen, Hexosephosphat, Fructose und Glucose 
unter gleichzeitiger Bekanntgabe einer eleganten und sicher arbeitenden 
Methode zur quantitativen Bestimmung des Acetaldehyds. Sie besteht 
darin, daß man den zu untersuchenden. Zucker mit Leber- oder 
Muskelbrei zusammenbringt und dem Verdauungsgemisch neben einem 
Desinfiziens eine bestimmte Menge sekundäres Calciumsulfit zufügt. 
Letzteres hat, wie Neuberg und Reinfurth?) fanden, die Eigenschaft, den 
beim Abbau des Zuckers entstehenden Acetaldehyd an sich zu reißen, 


1) R. Willstaetter und W. Steibelt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 115, 211, 
1921; R. Willstaetter und G. Oppenheimer. ebendaselbst 118, 168, 1922. 

2) Neuberg und Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 

2) Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918. 
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ihn gleichsam aus der Lösung abzufangen und ihn vor weiterer Zer- 
setzung zu schützen (Neubergs Abfangverfahren).. Nach Beendigung der 
Digestion kann dann durch Zusatz von Calciumcarbonat und Calcium- 
chlorid der Acetaldehyd wieder in Freiheit gesetzt, abdestilliert und 
nach Beseitigung von etwa gleichzeitig entstandenem NH, und von 
Spuren H,S durch Redestillation über H,SO, und PbCO, so isoliert 
werden, daß man ihn schließlich nach Umsetzen mit Hydroxylamin- 
sulfat titrimetrisch quantitativ bestimmen kann. 

Dieses sehr bequemen Verfahrens bedienten wir uns nun, um fest- 
zustellen, ob in demselben Sinne wie Leber und Muskel auch die mensch- 
"liche Brustdrüse imstande ist, verschiedene Zuckerarten abzubauen. 
Untersucht wurden von mir Milchzucker, Glucose und Galaktose. Die 
Versuchsanordnung wurde so gewählt, daß das gründlichst zerkleinerte 
Gewebe der menschlichen Brustdrüse mit der doppelten Menge physio- 
logischer Kochsalzlösung versetzt wurde, in der zuvor der zu unter- 
suchende Zucker gelöst war. Meist verwandten wir 50g Drüsen- 
substanz und 0,5 g des jeweiligen Kohlenhydrats. Dazu kamen 2,0g 
sekundäres Calciumsulfit, zur Verhinderung des Bakterienwachstums 
0,5g Optochin. bas. und zur Erzielung einer geeigneten Reaktion 
10,0 ccm eines Phosphatpuffers von pg = 6,5. Das Gemisch wurde 
dann mehrmals kräftig durchgeschüttelt und auf 20 Stunden in den 
Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Frist geschah die weitere 
Verarbeitung in der oben beschriebenen Weise. Ich teile in Tabelle IV 
das Resultat von zwei Versuchsreihen mit. Die Zahlen bedeuten Milli- 
gramme Acetaldehyd pro 100 g Drüsensubstanz. Die entsprechenden 
Kontrollen ohne Zucker enthielten nur Spuren von Acetaldehyd. 




















Tabelle IV. 
| Milchzucker pa ZER : | Galaktose 
Ra — - - - = d [I N Se tb — — pes 
Lactierende Brustdrüse . | 6,424 6,248 | 5,12 
Ruhende Brustdrise . . 2,024 1,748 1,144 


Aus unseren Versuchen ist ersichtlich, daß in der Tat die Brust- 
drüse, besonders während der Lactation, imstande ist, die von uns unter- 
suchten Zucker zu zersetzen, und zwar nimmt bei allen dreien der Abbau 
seinen Weg über den Acetaldehyd. Ob dem Abbau des Milchzuckers 
eine Spaltung in seine beiden Komponenten vorausgegangen ist oder 
nicht, kann man natürlich nicht mit Sicherheit entscheiden. Da mir 
aber der Nachweis einer Lactase in der menschlichen Brustdrüse niemals 
gelungen ist, möchte ich das letztere annehmen. Zwar sind die Versuche 
nur mit drei Zuckersorten ausgeführt worden; ich zweifle aber nicht. 
daß auch noch andere Zuckerarten von der Brustdrüse abgebaut 
werden können. 
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C. Fettspaltendes Ferment. 


Auf das Vorkommen einer Tributyrase ist die Milchdrüse bisher 
noch nicht untersucht worden, wenngleich bei der weiten Verbreitung 
dieses Ferments im tierischen Organismus ihr Vorkommen dortselbst 
sehr wahrscheinlich war. Da auch in der Milch eine Tributyrase ent- 
halten ist, so war mit Sicherheit zu erwarten, daß zum mindesten in 
der lactierenden Drüse dieses Ferment vorhanden sein würde. 


Ich habe daraufhin eine Reihe ruhender und lactierender mensch- 
licher Brustdrüsen untersucht, einmal um festzustellen, ob Tributyrase 
in ihnen überhaupt enthalten ist, dann aber, ob sich irgendwelche 
Unterschiede für beide Stadien erkennen lassen. Als Extrakt diente 
mir das in der oben beschriebenen Weise hergestellte. 4,0ccm desselben 
wurden gemischt mit 25ccm Tributyrinlösung unter Zusatz eines 
Phosphatpuffers von py = 7,5. Die Versuche wurden sämtlich bei 
Zimmertemperatur (20°C) ausgeführt. Gleichzeitig wurde der Einfluß 
von Chinin und Atoxyl geprüft unter jedesmaliger Verwendung von 
10 mg der betreffenden Substanz. Einen Teil meiner Resultate teile ich 
in Tabelle V mit. 


























Tabelle V. 

o ` ` l Ruhende Drüse o KEREN Driise ` 
Versuch EE AA 
Sofort) WM 60" | 90 Dif. Sofort 0° | 60% | o Dif 
122 | 116 "ma 110,12, 12611181 112 | 105 21 
+10 mg Chinin 1141 | 136 | 132127 | 14 | — ` — — — ,-— 
+10 , Atoxyl | 138 | 136 | 135 132 | 6 | 12 120 | 115 | 111 15 
2 ¿126 | 112 ! 108 106 | 21 ' 150 140 1351130. 5 
+10mg Chinin ` 129 121 117 15 14 1355 125 | 124' 125 8 
+10 , Atoxyl ` 140 | 138 | 135 132 8 ¡148' 143 | 140 140 8 
3 120 | 115 ' 111 109 11 122 114 | 106 | 102 | 20 
+ 10 mg Chinin | 140 | 136, 135 132 8 . 156 | 145 | 140 | 136 | 20 
—10 „ Atoxyl ` 130 ' 128 126 | 125 5 | 145 | 136 | 134 | 133 | 12 
4 "mm 116'112 |108 12 ' 122 113,104 | ml 26 
-10mg Chinin +130 127 124 ¡120 10 148 143 | 130 | 120 | 28 


+10 , Atoxyl „143.140 138 , 137 6 Hu 143 130! 118, 31 
Aus den Zahlen geht hervor, daß in der ruhenden Drüse die Tri- 
butyrase sich nur in geringer Menge findet, etwas reicher sind die tátigen 
Driisen; aber auch hier ist die Fermentmenge nur eine mäßige im Ver- 
gleich za den Quantitáten, die man im Blute anzutreffen pflegt. Be- 
züglich des Verhaltens zum Chinin und Atoxyl lassen sich in beiden 
Versuchsreihen keine wesentlichen Unterschiede erkennen. Wir sehen 
nur, daß die Tributyrase der Brustdrüse sowohl chinin- wie atoxyl- 
resistent ist; sie ist also von der des Serums wesentlich verschieden. 
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D. Phenolase. 

Bei gelegentlichen Fermentstudien an der Milch machten wir die 
Beobachtung, daß in ihr eine Phenolase enthalten ist. Wir konnten 
feststellen, daß Frauenmilch sowohl wie Kuhmilch imstande sind. 
Brenzkatechin und Adrenalin zu oxydieren, während Dioxyphenylaniı 
nur sehr wenig angegriffen wurde. Deshalb untersuchten wir die mensch- 
liche Brustdrüse auf das Vorkommen einer Phenolase und prüften. 
ob sich Unterschiede für die ruhende und tätige Drüse erkennen lassen. 
Als Methode hierfür bedienten wir uns der von Hizume!) im hiesigen 
Laboratorium ausgearbeiteten Reihenmethode, die darin besteht, daß 
man absteigende Mengen der zu untersuchenden Fermentlösung mit 
je 1,0ccm 1 proz. Brenzkatechinlösung versetzt und die Reihe auf 
bestimmte Zeit in den Brutschrank stellt. Nach Ablauf der Frist wird 
festgestellt, in welchem Gläschen noch eine Oxydation des Brenz- 
katechins zu erkennen ist. Als Versuchsdauer wählten wir 2 Stunden 
im Wasserbad von 38°C. Das Resultat teile ich in Tabelle VI mit. 

















Tabelle VI. 
i | Ruhende Drise | | Lactierende Drüse 
Versuch phen D nien DI 
1 32 32 
2 32 128 
3 16 16 
4 16 16 
5 16 32 








Aus der Tabelle geht hervor, daß die menschliche Brustdrüse 
sowohl im ruhenden wie im tätigen Zustand eine Phenolase enthält. 
Wesentliche Unterschiede zwischen den beiden Stadien haben sich 
nicht ergeben. Die Werte, die ich für Frauenmilch mit der gleichen 
Methode ermittelte, sind etwas geringer; in der bei weitem größten 
Zahl der Fälle ergab sich ein Wert von Pheny, = 16. Ebenso wie von 
der Milch wird auch von dem Drüsenextrakt am leichtesten angegriffen 
das Brenzkatechin, etwas langsamer das Adrenalin und fast gar nicht 
das Dioxyphenylanalin. 


Zusammenfassung. 
l. Die ruhende menschliche Brustdrüse ist ebenso imstande 
Glycyltryptophan zu zerlegen wie die lactierende. 


2. Es findet sich in ihr eine Nuclease, die besonders wirksam 
während der Lactation ist. Auch eine Phosphatase ist in ihr enthalten. 


1) Hizume, diese Zeitschr. 147, 216, 1924. 
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3. Die lactierende Drüse enthält weit größere Mengen an diasta- 
tischem Ferment als die ruhende. 

4. Sie ist imstande, verschiedene Zuckerarten über Acetaldehyd 
abzubauen. 

5. Sie enthält eine Tributyrase, die sowohl gegen Chinin wie 
gegen Atoxyl resistent ist. 

6. Auch eine Phenolase hat sich in ihr nachweisen lassen, die 
Brenzkatechin und Adrenalin kräftig, ee nur schwach 
zu oxydieren vermag. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi-Hoshi- 
Stiftung verdanken. 





Uber die 
individuelle Empfindlichkeit der Kaninchen gegen Insulin. 


Zugleich ein Beitrag zur Eichung der Präparate. 


Von 
Ernst Laqueur und S. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitát zu Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Noch immer ist das Kaninchen das Tier, an dem am meisten, ja 
beinahe ausschließlich die Stärke des Insulins festgestellt wird. Trotz 
vieler Bemühungen von verschiedenen Seiten hat sich bisher weder ein 
anderes Tier als vollwertiger Ersatz gefunden, noch war es möglich, 
was noch viel wünschenswerter wäre, an Stelle der Ausschläge am 
lebenden Tiere (Blutzuckererniedrigung, Krämpfe, Temperatur- 
senkung usw.) eine Methode in vitro zur Standardisierung anzugeben. 

Die Eichung — ja, allgemein auch jede wissenschaftliche Unter- 
suchung — am Tier beruht auf folgender Überlegung: 

nmg von Stoff 1 (der im übrigen chemisch nicht bekannt ist) 
rufen einen Effekt beim Tiere A hervor; n, mg von Stoff I, geben den- 
selben Effekt beim Tiere B; dann sind n, mg von 1, gleichwertig n mg 
von I. Welche Voraussetzungen müssen erfüllt sein, um diesen Schluß 
einigermaßen — wir müssen in der Biologie sehr bescheiden sein — 
zu rechtfertigen ? 

1. Der als Kennzeichen gesetzte Effekt muß scharf und eindeutig 
festzustellen sein. 

2. Wird von Gleichwertigkeit gesprochen, so gilt als bewiesen: 
Präparate, die fähig sind, diesen einen Effekt hervorzurufen, sind auch 
gleich fähig, andere Effekte in gleichem Ausmaße hervorzurufen. 

3. Tier A verhält sich stets gleich bei Zufuhr von n mg des Stoffes I. 

4. Tier B verhält sich auch stets gleich wie Tier A bei n mg von I 
und stets gleich gegenüber n, mg des Stoffes I. 

Ist das so? Jeder Verständige weiß, daß keine einzige dieser Vor- 
aussetzungen ganz erfüllt ist. Und doch, eine Fülle von Arbeiten aus 
der Insulinliteratur benutzt den obigen Schluß unaufhörlich, nicht 
nur für Eichungen, sondern ganz allgemein. | 
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Wir wollen im folgenden hauptsächlich über die Voraussetzungen 3 
und 4 sprechen, über die Voraussetzungen 1 und 2 aber an dieser 
Stelle schnell hinweggehen. 

Für unseren bestimmten Zweck setzen wir fest: 

1. Der bestimmte Effekt ist nach dem Vorbild von Banting usw.: 
Senken des Blutzuckers unter 0,50 mg pro Kubikzentimeter Blut 
(bei Kaninchen, die 24 bis 18 Stunden gehungert haben und ungefähr 
2 kg schwer sind) bzw. das Auftreten von Krämpfen, wobei angenommen 
werden darf, daß der Blutzucker auch unter die genannte Zahl ge- 
fallen ist. | | 

2. Andere Effekte als blutzuckersenkende bzw. krampfmachende 
(z.B. therapeutische) bleiben im Augenblick außer Betrachtung. 

Voraussetzungen 3 und 4 sind kurz ausgedrückt zu bezeichnen als 
die Voraussetzungen der intra-individuellen bzw. der inter-individuellen 
Konstanz. | 

Wie gesagt, weiß ein jeder, daß diese nicht besteht, und doch 
rechnet er damit, freilich mehr oder weniger. Aber für den Wert des 
wssenschaftlichen Schlusses kommt es eben nur auf das ,mehr oder 
weniger* an. | 

Es ist ohne weiteres klar, daß wenn Voraussetzungen 3 und 4 nicht 
absolut erfüllt sind, ein Arbeiten mit je einem Tier sinnlos ist, und trotz- 
dem kommen, wie gesagt, wiederholt Schlüsse auf Grund von Versuchen 
an einem Tiere vor. Sind aber Arbeiten an zwei oder drei Tieren viel 
besser ? 

Dieses Theoretisieren ist zwecklos; nötig ist, durch Versuche 
festzustellen, a) wieviel betragen die Abweichungen eines und desselben 
Individuums gegenüber der gleichen Menge des gleichen Präparates 
in verschiedenen Zeiten, b) wieviel die Abweichungen verschiedener 
Individuen ihm gegenüber zu gleichen Zeiten. 

Ergibt sich, daß die Konstanz eine geringe ist, die Abweichungen 
also „groß“ — ein noch zu definierendes Wort —, so erfolgt die weitere 
Frage: können wir Faktoren ermitteln, von denen die Abweichungen 
abhängen bzw. lassen sich die Abweichungen verhindern, wenn wir 
diese Faktoren beherrschen. 

Es ist auffallend, daß mit dieser Schärfe die Fragen bisher kaum 
gestellt, geschweige beantwortet sind. 

Und wir müssen sofort eingestehen, eine exakte Antwort können 
auch wir heute, trotz einer Reihe darauf gerichteter Versuche, noch nicht 
geben; wir wollen aber doch die bisherigen Erfahrungen mitteilen und 
hoffen, namentlich, wenn ähnliche Untersuchungen auch von anderen 
Stellen vorgenommen werden, zu befriedigenden Ergebnissen zu kommen. 

Solche wären wirklich schon allein unter dem Gesichtspunkt 
materieller wie geistiger Ökonomie zu wünschen. 
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Denn, wenn sich herausstellt, daß die ‚„Streuungsbreite‘“ eine sehr 
bedeutende ist, dann dürften einerseits Untersuchungen an einem oder 
drei Tieren nicht gemacht werden, andererseits, wenn dies doch ge- 
schieht, brauchten sie jedenfalls nicht mehr gelesen zu werden. 

Unsere ursprüngliche Frage: Besteht intra- und inter-individuelle 
Konstanz ? hat sich erweitert, denn die Antwort könnte nur ja oder nein 
lauten. Da das Nein wahrscheinlicher ist, wollen wir lieber sogleich 
fragen: Wie groß sind die Abweichungen zwischen den Reaktionen bei 
demselben Individuum (Größe der intra-individuellen Unterschiede) 
und wie die Abweichungen zwischen verschiedenen Individuen (Größe 
der inter-individuellen Unterschiede). 

Wir bedürfen dann nicht nur einer Grenzfestsetzung, eines alter- 
nativen Merkmals, wie z. B. Auftreten von Krämpfen oder Ausbleiben, 
Senken des Blutzuckers unter 0,50 Prom., oder Erhaltenbleiben eines 
höheren Niveaus, wir brauchen einen Maßstab. Wir wählen dazu 
wieder den Blutzucker, und zwar nehmen wir an, daß die Abweichung 
in der Reaktion um so größer ist, je weiter die Blutzuckerwerte ausein- 
ander liegen, die bei den zu vergleichenden Injektionen erreicht werden. 

Man muß sich dabei klar sein, daß man auf diese Weise sagen kann, 
nicht nur: die Wirkungen sind verschieden, sondern auch die Ungleich- 
heit ist groß oder klein, und man kann so verschiedene Wirkungen 
untereinander vergleichen, und z. B. aussagen, in diesem Falle ist die 
Reaktion viel stärker als in einem zweiten, wo sie wiederum schwächer 
war, verglichen mit cinem dritten usw. Aber ein genaueres quanti- 
tatives Urteil, in dem Sinne: sie ist zwei- oder viermal so groß usw., 
ist nicht möglich oder hat jedenfalls keinen rechten Sinn, ohne 
genauere, nur schwer auffindbare Definition. Denn es lassen sich nicht 
nur hier, sondern überhaupt bei Wirkungen kaum bestimmte Einheiten 
der Wirkung angeben. Wie man sich gegebenenfalls durch Einschaltung 
einer neuen Beziehung, namentlich der von Dosis und Wirkung, doch 
helfen kann, davon später. Hier sei nur gesagt, daß sich Maßstäbe 
von irgendwie allgemeiner Anwendbarkeit nur auffinden lassen, wenn 
unsere beiden Fragen nach den individuellen Unterschieden zu einer 
gewissen Lösung gebracht sind. 


I. Die Frage nach der intra-individuellen Konstanz, oder einfach, wie verhält 
sich dasselbe Tier derselben Dosis gegenüber? 


Clough!), Dudley?) und vor allem Stross und Wiechowski?) haben 
die große Konstanz desselben Individuums behauptet. Die beiden 
letzten Autoren haben seinerzeit auf dem Kissinger Kongreß 1924 von 





1) Clough, Allen, Root, Amer. Journ. of Physiol. 66, 461, 1923. 
2) Dudley, Biochem. Journ. 17, 376, 1923. 
3) Verhandl. d. 36. Kongr. f. inn. Med. 86, 129. 
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Versuchen berichtet, aus denen die völlig gleichmäßige Wirkung der- 
selben Insulindosis beim gleichen Tiere hervorging. Die Empfindlichkeit 
eines Tieres gegen Insulin soll so charakteristisch für dieses sein, daß die 
Wirkung des Insulins auch durch verschiedene Ernährung des Tieres 
nicht beeinflußt wird. Wir sind mit anderen Untersuchern der Meinung, 
daß dies nicht richtig ist; daß ,,alkalische” Ernährung die Empfindlich- 
keit vergrößern, ‚saure‘ sie vermindern kann [Abderhalden!), Fraser?)]. 
Aber abgesehen von solchen absichtlichen Änderungen, ja auch gerade 
bei Konstanthalten der Versuchsbedingungen ergeben sich nach unseren 
Versuchen Unterschiede in der Reaktionsweise, und zwar genau dem 
gleichen Präparat gegenüber, das entweder bereits gelöst, im Eis- 
schrank gehalten oder als Trockensubstanz bewahrt, als konstent 
anzusehen ist. 


Zur Technik für diesen und die folgenden Versuche sei bemerkt, daß 
die Tiere vor dem Versuch immer 18 Stunden hungerten, mit Hafer und 
Heu und etwas Brot gefüttert wurden, nur ganz geringe Mengen G:ün dabei 
erhielten. Die Zuckerbestimmungen wurden mit l cem Blut nach Folin 
und Wu in Doppelbestimmungen gegenüber 0,1 und 0,2 Prom. Glucose- 
lösungen ausgeführt; in einer Reihe von Fällen ist mit nur etwa 0,1 bis 
0,2 com Blut gearbeitet, das dann nachher mit der Torsionswage gewogen 
und nach Hagedorn-Jensen in der Modifikation von Rothmann und Dresel?) 
bestimmt wurde. Die Insulineinspritzung geschah mit dem gleichen Volumen 
(1 ccm) unter die Haut unmittelbar nach der Anfangsblutzuckerbestimmung, 
l] bzw. 2 und 4 Stunden später erfolgten weitere Bestimmungen. Als Insulin 
wurde, wenn nichts anderes vermerkt, Insulin neerlandicum Organon 
benutzt. Traten Krämpfe innerhalb der ersten 2 Stunden auf, so wurde 
von den Zuckerbestimmungen abgesehen, und durch Einspritzung von 
20ccm 20proz. Glucose das Tier möglichst schnell wieder zur Norm. 
zurückgeführt. 

Die Tiere wurden frühestens am achten Tage wieder zu neuen Versuchen 
benutzt, öfter auch später. 

Die Forderung von Stross und Wiechowski, die gleichen Tiere erst am 
zehnten Tage wieder zu benutzen, scheint uns und auch anderen Autoren 
vielleicht überflüssig streng. Bei dem folgenden Versuch über die intra- 
individuelle Konstanz haben wir sie erfüllt oder sind sogar noch darüber 
hinausgegangen. 

Jedes Tier erhielt bei jedem Versuch etwa dieselbe Verdünnung 
eines Präparates von Insulin neerlandieum (Nr. 1122). 


Aus der Tabelle I ersieht man, daß die Gleichmäßigkeit in der 
Reaktion desselben Individuums eine ziemlich große, aber keineswegs 
eine absolute ist. Bei dem ersten Gebrauch wird von allen Tieren die 
Krampfgrenze erreicht ‘(Senkung des Blutzuckers unter’ 0,49) bei der 
dritten Einspritzung von keinen; bei der zweiten Einspritzung ist die 


1) Pflügers Arch. 208 u. f. 
2) Zitiert nach Ber. über d. ges. Physiol. 21, 58. 
3) E. Dingemanse, diese Zeitschr. 154, 316, 1924. 
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Tabelle I. 

Kaninchen | Datum | Vor der Nach 
Nr. | 1924 | ee 1 ds 2 Stunden d: 4 Stunden 

109 | "oa 48 | 046 | ou 

1,15 | O, 48 0,34 0,47 

109 | 0,57 0,57 1,10 

1,36 | 043 0,45 

1,32 0,5 57 | 0,54 | 0,56 

1,23 O, 70 0,56 1,12 

1,03 0,45 0,46 | 0,57 

14. V. 1,08 O, 44 0,34 0,64 

| 26. v. | 102 | 064 | 053 060 





Wirkung bei zwei Tieren stärker als bei der ersten, auch das Erreichen 
des normalen Blutzuckergehaltes geht bei zwei Tieren bei der dritten 
Einspritzung viel schneller. 


Also es besteht wohl eine gewisse Gleichmäßigkeit in der Reaktion 
desselben Individuums, aber sie ist durchaus nicht vollkommen. 


Wäre es nicht voreilig, aus neun Versuchen an drei Tieren einen 
Schluß zu ziehen hinsichtlich der individuellen Unterschiede, so würde 
man sagen: dieser ist sehr gering, und die Reaktionen desselben Tieres 
weichen an verschiedenen Tagen stärker voneinander ab, als die 
Reaktionen verschiedener Tiere am gleichen Tage; also die intra- 
individuelle Verschiedenheit ist größer als die inter-individuelle. 


In einer größeren Versuchsreihe ad hoc angestellt, hat sich 
dieser Eindruck bestätigt, obwohl wir auch jetzt, trotz unseres großen 
Materials, das wohl aus mehr als 7000 Einspritzungen besteht, nicht 
mehr als von einem Eindruck sprechen wollen. 


= Nun aber zunächst nochmals die erste Hauptfrage: inwieweit ist 
von einer Konstanz desselben Individuums hinsichtlich seiner 
Empfindlichkeit gegen Insulin zu sprechen ? 


Dazu schienen uns die obigen Versuche nicht ausreichend, und so 
haben wir einer viel größeren Menge Kaninchen drei- oder viermal 
dieselbe Dosis desselben Präparates eingespritzt. Wir geben die 
Versuche hier im Text etwas abgekürzt wieder, ohne die einzelnen 
Blutzuckerbestimmungen anzuführen (wegen der Originalwerte siehe 
Tabelle im Anhang). 


Wir bezeichnen die Ergebnisse kurz in folgender Weise: mit ———, 
wenn die tiefste Blutzuckersenkung innerhalb 4 Stunden nach der 
Einspritzung nicht unter 0,95 mg pro Kubikzentimeter liegt bzw. auch 
bei niedrigerem Anfangsblutzucker, wenn die Senkung nicht mehr als 
0,10 mg pro Kubikzentimeter unter den Anfangsblutzuckerwert beträgt; 
mit ——, wenn der tiefste Wert zwischen 0,95 und 0,80 liegt und die 
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Senkung wenigstens 0,10 mg pro Kubikzentimeter unter dem Anfangs- 
wert liegt; mit —, wenn zwischen 0,80 und 0,65; mit +, wenn zwischen 
0,65 und 0,50; mit + +, wenn zwischen 0,50 und 0,40; und mit +++, 
wenn unter 0,40; mit k, wenn Krämpfe aufgetreten sind. Wir.haben 


willkürlich, nur um sechs 


+-Zeichen zu vermeiden, den Nullpunkt 


bei 0,65 angenommen (zu vergleichen mit dem Nullpunkt der Fahrenheit- 


skala). 


Tabelle II gibt dann eine kurze Zusammenstellung der Ergebnisse, 
sie ist ohne weiteres verständlich. Es sind alle Gewichte, Anfangs-usw.- 




































































Tabelle II. 
A viermal benutzt. 
Neo | nal Ze o | 3mal 4mal 
jk E k | ok k 
70 —==— k | k k 
A k 
2 | +++ S "et 
51 | k — —— k DE 
163 | = SE Tee, RET 
173 | K k | k k 
SE a la k k 
712 | + | k | k k 
74 + o ++ ++ k 
78 = o k k de 
110 d | k k Aoud 
Wi E EE, er Tr 
129 | =——= | +++ | +++ ı & 
136 | ++ k k k 
208 | ++ | +44 7 Se 
B dreimal benutzt. 
N | 1 mal ze | 3 mal Nr. | z i 
50 Y x | k i k 75 | 
101 |———| k | k 122 | 
12 [——== ¡=—=— +++] 123 
SE? k | k | K 199 
3: k | k +++] 216 
68, k | k | k la: 
C zweimal bonutzt. 
oOo Ne |o imd | "eg 
u = 
240 | —--— k 
20 | k | k 
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blutzuckerwerte weggelassen. 1, 2 usw. bedeutet die wievielte Ein- 
spritzung statthat. Am achten oder neunten Tage nach der Einspritzung 
ist sie wiederholt worden; im übrigen bezieht sich ein-, zwei-usw.- 
mal nur auf diesen Versuch, denn die Tiere waren früher zum Teil 
wohl zu anderen Versuchen mit anderen Präparaten, bzw. auch mit diesem 
Präparat, aber mit anderer Dosierung gebraucht worden (Tabelle 11). 

Aus dieser Übersicht ergibt sich folgendes: Es wurden 31 ver- 
schiedene Tiere zusammen zu 106 Versuchen benutzt, und zwar wurde 
16 Tieren viermal, 12 Tieren dreimal, dreien nur zweimal dieselbe 
Dosis desselben Präparates eingespritzt. Gewählt wurde eine Dosis, 
die in der bisherigen üblichen Nomenklatur 11, Krampfgrenzdosen 
= 41, ursprüngliche klinische Einheiten betrug; also Mengen, wovon 
zwei Drittel genügen sollen, um bei 75 Proz. der benutzten Tiere die 
sogenannte Krampfgrenze, Senkung des Blutzuckers unter 0,50 
(eigentlich + 0,45 Prom.) oder Krämpfe hervorzubringen. Die Trocken- 
substanz des Präparates betrug pro Einheit 0,133 mg. 

Ein Blick auf die Tabelle lehrt, daß von einer Konstanz des Indi- 
viduums nicht die Rede ist. Genauere Durchsicht zeigt das folgende: 
Von den Tieren (Gruppe A), die viermal benutzt wurden, haben nur 
drei alle viermal sich gleich verhalten; von den dann übrigen 13 Tieren 
haben sieben sich wenigstens dreimal gleich und sechs endlich zweimal 
gleich verhalten; von den Tieren (Gruppe B), die dreimal dieselbe 
Dosis erhalten haben, haben sich sieben Tiere dreimal gleich verhalten 
und fünf wenigstens zweimal gleich; von den drei Tieren (Gruppe C), 
denen zweimal eingespritzt wurde, hat nur eins sich beide Male gleich 
betragen. 

Um prozentische Verhältnisse anzugeben, sind die Gesamtzahlen 
zu klein; höchstens sind die zwei Angaben vielleicht eindrucksvoll, 
daß nämlich bei den viermal gleich behandelten Tieren noch nicht 
ein Fünftel jedesmal gleich reagierte, und von den ganzen 28, wenigstens 
dreimal gleich behandelten, nur etwas über die Hälfte, 58 Proz., dreimal 
sich gleichmäßig betragen haben. 

Wir sehen aber auf dieser Tabelle auch noch mehr in quantitativer 
Beziehung; es können nämlich bei demselben Individuum die größten 
überhaupt möglichen Abweichungen vorkommen, z. B. Nr. 51 reagiert 
abwechselnd zweimal hintereinander völlig negativ und dann mit 
Krämpfen. Tier 12 zweimal ganz negativ und dann stark positiv. 
Tier 240 einmal ganz negativ, das nächste Mal mit Krämpfen. 

Wir kommen also zu dem Ergebnis, daß ein konstantes Verhalten 
desselben Individuums gegenüber derselben Dosis desselben Präparats 
nicht vorliegt. 

Dabei sind durch unsere obigen Definitionen die Grenzen der 
Reaktionsweisen, innerhalb welcher wir das Verhalten konstant nennen, 
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ziemlich weite; denn wir nannten konstant, wenn der Blutzucker 
z. B. einmal auf 0,39 Prom. und das nächste Mal auf 0,23 Prom., oder 
wenn er einmal 0,51, das náchste Mal 0,64 Prom. erreicht. Andererseits 
ist durch diese willkiirliche Grenzsetzung die Möglichkeit gegeben, 
daß als deutliche Unterschiede der Reaktionsweise angegeben werden 
solche Differenzen, die vielleicht tatsächlich nicht sehr groß sind. 

Ein Blick auf Tabelle II lehrt aber, daß, insofern Unterschiede 
sich überhaupt bemerkbar machen, diese meist recht groß sind, 
d. h. daß die verschiedenen Reaktionsweisen nach unserer Skala meist 
nicht einmal benachbarte sind: z. B. +++ und ++, oder + und —, 
sondern daß sie recht weit auseinander liegen, siehe z. B. Nr. 206, 
251, 165, 74 usw., wo +++ neben —— — steht, und dergleichen. 
Auch wenn wir als ‚gleiches‘ Verhalten desselben Tieres bezeichnen, 
nicht nur, wenn die Reaktionsweise die ‚gleichen‘ nach unserer Skala 
sind, sondern auch wenn sie sich wenigstens noch innerhalb der benach- 
barten Grenzen unterbringen lassen (also z.B. ++ und + als gleich 
aufgefaßt werden), ändert sich das Resultat nicht wesentlich. Denn 
unter den 16 viermal gleich behandelten Tieren sind dann auch nur 
fünf (statt drei bei der engeren Definition von ‚„gleich‘), die sich alle 
vier Mal gleich verhalten. 

Es besteht also nicht der mindeste Zweifel an dem Vorhandensein 
beträchtlicher intra-individueller Unterschiede. 

Wie groß sind sie? 

Die Frage ist nur zu beantworten, wenn wir einen Maßstab haben. 

Um die Größe dieser Unterschiede zu messen, bestehen zwei Möglich- 
keiten, deren eine in nuce unseren bisherigen Besprechungen zugrunde 
liegt. 

Diese eine ist, daß die Dosis festgehalten wird, man also immer die- 
selbe gebraucht, und die Abweichung in der Reaktionsweise bestimmt. 
Ist durch andere Versuche bekannt, welche Reaktionsweise einer be- 
stimmten Größe der Dosis entspricht, so kann das Verhältnis der 
angewandten Dosis zu der Dosis, die der abweichenden Reaktion ent- 
spricht, als Maß der Abweichung dienen. Wäre z. B. durch genügende 
Versuche festgelegt, daß eine Senkung des Blutzuckers auf z. B. 
0,70 Prom. im allgemeinen der Reaktion einer Einspritzung von einer 
halben Einheit entspricht, und wir geben einem Tier wiederholt drei Ein- 
heiten, und es reagiert damit auch wiederholt, wie zu erwarten, mit 
Senkungen unter die Krampfgrenze, dann aber auf einmal nur mit 
einer Senkung auf 0,70 Prom., dann können wir sagen, diese Reaktion 
ist nur ein Sechstel so stark als zu erwarten. 

Ein zweite Möglichkeit, die Abweichung zu messen, ist, daß man 
die Menge desselben Präparates variiert. Man kann dann unmittelbar, 
wenn die Reaktionsweise auf verschiedene Dosen die gleiche ist, die 
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Größe der Abweichung als Größenunterschied der Dosen ausdrücken. 
Wir haben auch solche Versuche gelegentlich der Bestimmungen der 
Konzentrationswirkungskurvel) getan. Bei 145 Versuchen an 30 Tieren, 
denen je fünfmal dasselbe Präparat eingespritzt wurde, aber in 
wechselnden Mengen, die im Verhältnis 1:2:3:4:5 standen, 
fanden wir, daß einzelne (Nr.4) mit der Dosis5 und 2 gleich stark 
reagierten, mit 4 und 3 also schwächer als mit Dosis 2 usw.; ja auch 
kamen Fälle vor (Nr. 129), wo ein Tier, das sonst mit fallender Dosis 
schwächer reagierte, mit der geringsten Dosis 1 den stärksten Erfolg 
zeigte. Also die Abweichung vom Erwarteten war hier auf mindestens 
5 zu setzen. 

Ohne nun genauer auf diese quantitativen Verhältnisse ein- 
zugehen — denn um hier wirklich Genaueres zu sagen, müßte die 
Zahl der Versuche vielleicht noch zehnmal so groß sein, und es ist fraglich, 
ob dies sich der Mühe lohnte —, können diese letzten Versuche auch 
wieder beweisen, daß die intra-individuellen Abweichungen sehr be- 
trächtlich sein können. Gerade diese letzten hier nur angedeuteten 
Versuche: daß ein Tier mit einer schwächeren Dosis stärker reagieren 
kann, als mit einer größeren, zwingt zu dem für die wissenschaftliche 
Praxis für alle Insulinuntersuchungen wichtigen Schluß: es beweist 
gar nichts, wenn man das eine oder andere Mal mit bestimmten Faktoren, 
Behandlungen usw. Ergebnisse erhält, die z. B. größer sind, als in 
anderen Fällen, und es ist unberechtigt, auf die Bedeutung dieser 
Faktoren usw. Wert zu legen, solange sie nicht durch eine große Anzahl 
von Versuchen als wesentlich erwiesen sind. 

Können wir Gründe angeben, warum sich das Tier das eine Mal so 
und das andere Mal anders verhält ? 

1. Man denkt zuerst, ob das Gewicht konstant geblieben ? 


Bei mehr als der Hälfte der wiederholt gleich behandelten Tiere — 
17 von 31 — war dies innerhalb 7 Proz. konstant; bei einem Viertel 
sogar innerhalb von 3,5 Proz. Bei den 14 übrigen Tieren war das Gewicht 
bei sieben innerhalb 10,5 Proz., bei fünf innerhalb 14 Proz. konstant, 
und nur bei zwei kommen Unterschiede bis zu 25 Proz. vor. 

Es lag die Vermutung nahe, daß die Tiere, wenn sie abgenommen 
haben, stärker reagieren werden. Es zeigt sich aber, daß dies durchaus 
nicht der Fall ist. 

Sofern nämlich ein Gewichtsunterschied überhaupt vorliegt, 
und zwar ein solcher von mehr als 5 Proz., dann ergibt sich, daß 41 mal 
die Reaktionsweise stärker war zu der Zeit, als die Tiere schwerer 
waren, und nur 18mal die Reaktion stärker war, als sie leichter 


e —. P SS 


1) Siehe die zweitfolgende Mitteilung in diesem Hefte. 
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waren (wegen der Einzelheiten sei auf die Tabelle VII im Anhang 


verwiesen). 


Wie wenig das Gewicht von Einfluß zu sein braucht, sicht man z. B. bei 
Tier 236. Als ihm daserstemal (es war vorher schon zu anderen Versuchen 
benutzt) die bei unserem Versuch festgehaltene Dosis eingespritzt wurde, 
reagierte es relativ schwach, wog 2,25 kg, das zweitemal hatte es abgenommen, 
und zwar um 15,6 Proz., wog nur 1,9kg und reagierte mit Krampf. Das 
drittemal hatte es aber nicht nur den Gewichtsverlust eingeholt, sondern 
sogar über das erste Gewicht zugenommen; die Gewichtszunahme gegen- 
über dem zweitenmal betrug 24,2 Proz., es wog 2,36 kg; es reagierte aber 
wiederum mit Krampf. 

Ähnliches gilt für Tier 2. Das zweitemal hat es bei unverándertem 
Gewicht (1,83) sehr stark mit Blutzuckererniedrigung auf 0,28 reagiert, 
wo es das erstemsal (1,80 kg) gar nicht reagierte, d. h. der Blutzucker über 
1,00 blieb; das nächste Mal, als das Gewicht über 10 Proz. zugenommen 
(auf 2,02 kg), reagierte es deutlich, Senkung auf 0,69 von einem Anfangs- 
blutzucker von 1,40, und das letztemal wieder sehr stark mit Senkung auf 
0,37, obwohl das Gewicht etwas höher als das erstemal war (1,88 kg). 

Auch Tier 173 blieb stets bei starker Reaktion (Krampf), obwohl das 
Gewicht mit 10 Proz. zunahm. 

Tier 78 zeigt das zweitemal bei einer Gewichtszunahme von fast 
10 Proz. starke Zunahme der Reaktion, Krampf gegenüber einer Senkung 
des Blutzuckers auf 0,69 beim ersten Versuch, das drittem ıl wieder Krampf 
bei einer leichten Gewichtsabnahme um 4,8 Proz., aber immer noch eine 
Zunahme von 4,5 Proz. gegen das erstemal; und das viertemal zeigte es 
wieder nur eine schwache Reaktion, Senkung auf 0,63, wo das Gewicht 
wieder um 8,6 Proz. zugenommen hatte, und sogar um 13,5 Proz. gegen die 
erste Benutzung. 


Also es geht aus den angeführten Zahlen zur Genüge hervor, daß 
die Gewichtsveränderung in den angegebenen Grenzen keinen wesentlichen 
Einfluß hatte. 

2. Die zweite Möglichkeit, welche die verschiedene intra-individuelle 
Reaktion erklären könnte, ist Verschiedenheit des Anfangsblutzuckers. 
Dieser könnte in dem Sinne eine Rolle spielen, daß, wenn er niedriger 
ist, die Reaktion stärker wird. Tatsächlich scheint dies auch der Fall, 
aber über das ‚scheint‘‘ kommen wir auch nicht hinaus, und einen 
bestimmenden Einfluß können wir auch dem Anfangsblutzucker nicht 
geben. Denn das Gesamtergebnis ist folgendes: sofern der Anfangs- 
blutzucker im Laufe der Versuchsperiode Unterschiede über 0,10 Prom., 
d. h. über 0,1 mg pro Kubikzentimeter Blut bei den verschiedenen 
Bestimmungen zeigt, war bei dem niedrigen Anfangsblutzucker «lie 
teaktion 29 mal stärker, aber auch 16 mal schwächer. 

Für beides wieder einige Beispiele: z. B. Tier 129 zeigt das erstemal 
bei einem Anfangsblutzucker von 1,07 überhaupt keine Wirkung, der Blut- 
zucker blieb 1,07, das zweitemal bei einem Anfanesblutzueker von 0,72 
trat Senkung auf 0,38 ein, das drittemal bei Anfangsblutzucker von 0.93 
Senkung auf 0,39, also beide Male ist die stärkere Reaktion bei niedrigem 
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Beginnblutzucker; das letztemal war aber die Reaktion eberso stark: 
Senkung auf 0,32, nachher noch Krampf, obwohl der Beginnblutzucker 
1,09 war. 

Bei Tier 208 ist die erste Reaktion + +, Senkung des Blutzuckers 
auf 0,43 von 1,41. das dritte- und viertemal aber schwaches Sinken auf 
0,58 bzw. 0,54, obwohl der Anfangsblutzucker nur 0,94 und 0,99 ist; das 
zweitemal ist die Reaktion dagegen auch stark, Senkung auf 0,38 bei 
dem abnormalen Beginnblutzucker von nur 0,57. 

Also, wie gesagt, der Eindruck ist gerechtfertigt, daß der Anfangs- 
blutzucker für den Ausfall der Reaktion bei demselben Tiere eine Rolle 
spielt, aber keineswegs eine entscheidende. 

3. Ein dritter Faktor zur Erklärung der verschiedenen intra- 
individuellen Reaktionen könnte die Zahl der Wiederholungen des 
Gebrauches sein, in dem Sinne, daß die Tiere entweder empfindlicher 
oder unempfindlicher werden. Wie die spätere Tabelle III zeigt, wo die 
Ergebnisse additiv von den verschiedenen Tieren zusammengestellt 
sind, vereinigt bei der ersten, zweiten usw. Benutzung, sieht man, 
daß die Tiere beim ersten" Versuch viel weniger reagiert haben, als 
bei den späteren. Z.B. haben von den 16 Tieren, die im ganzen zu 
diesem Versuch viermal gebraucht wurden, beim ersten Gebrauch nur 
acht, also die Hälfte, die Krampfgrenze erreicht, beim zweiten Ge- 
brauch aber 15. Diese Zunahme ohne weiteres auf Zunahme der 
Empfindlichkeit durch den Mehrgebrauch zurückzuführen, ist darum 
ganz irrig, weil die Tiere, die zum ersten" Versuch dienen, tatsächlich 
schon oft, selbst bis 21mal vorher zu anderen Insulinversuchen 
gebraucht waren. 

Im Anhang ist in der letzten Reihe der Übersichtstabelle der Ver- 
suche auch für jedes Tier die Zahl angegeben, wie oft das einzelne Tier 
schon vor dem Hauptversuche benutzt war. 

Um nun die wichtigsten Zahlen zusammenfassend anzugeben, 
so ist bei 31 Tieren eins vor dem Versuch noch gar nicht benutzt ge- 
wesen, 19 einmal, eins zweimal und acht Tiere mehr als zweimal, 
darunter 6-, 8-, 9-, 17-, 2lmal. Bei einem Tier war durch Verlust des 
Kartothekzettels nicht mehr der Vorgebrauch festzustellen. Von den 
gar nicht oder nur einmal gebrauchten 20 Tieren haben nun bei unserem 
„ersten“ Versuch zwölf bis zur Krampfgrenze reagiert; von den mehr 
als einmal benutzten zehn Tieren fünf bis zur Krampfgrenze; von den 
erstgenannten, einmal benutzten Tieren sind völlig negativ gewesen 
zwei, von den letzten wiederholt benutzten vier; ja gerade unter 
diesen vier waren Tiere von 3-, 8-, 9-, 21 maligem Vorgebrauch. 

Alles im allem sieht man, daß es keineswegs so ist, wie es in der 
Tabelle III zuerst den Anschein hat, als ob die gar nicht oder wenig 
benutzten Tiere weniger empfindlich sind. Das Gegenteil kann man 
aber auch nicht behaupten. 
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Der Faktor des mehr oder minder wiederholten Gebrauchs als 
Erklärung der verschiedenen intra-individuellen Reaktion fällt darum aus. 


4. Über andere Faktoren, die für das wechselnde Verhalten des- 
selben Individuums in Betracht kommen, können wir im Augenblick 
noch nichts Entgültiges sagen. Überblickt man unsere gesamten Er- 
fahrungen der letzten 21, Jahre und nimmt zu den eigenen Beob- 
achtungen im Laboratorium in Amsterdam auch noch die in die 
Tausende gehenden Erfahrungen in dem Fabriklaboratorium von der 
N. V. „Organon“ hinzu, über die wir auf dem Laufenden gehalten 
werden, so macht sich immer mehr der Eindruck geltend, daß es über- 
individuelle Faktoren sind, die eine Rolle bei dem wechselnden intra- 
individuellen Verhalten spielen. Damit soll gesagt sein, es kommen be- 
stimmte Tage, auch Perioden mehrerer Tage bis zu einer Woche vor, 
wo plötzlich sehr starke Reaktionen auftreten können, vielleicht auch 
mehr Krämpfe als sonst sich bemerkbar machen, und andererseits 
kommen auch Perioden vor, wo nur besonders schwache Reaktionen 
beobachtet werden. Man muß dann natürlich an klimatische Faktoren, 
wie Temperatur, Luftdruck, Feuchtigkeit usw., denken. Wir sind auch 
dabei, dies näher zu untersuchen. 


Diese letzte Betrachtung hat uns von der eigentlichen ersten Frage: 
intra-individuelle Konstanz bzw. Größe der intra-individuellen Unter- 
schiede, abgeführt. 


II. 


Da die erste Frage nach der intra-individuellen Konstanz negativ 
beantwortet ist, kann man natürlich von einer inter-individuellen über- 
haupt nicht mehr reden, außer, wenn man sofort die Einschränkung 
macht, daß man unter Vergleich der Reaktionen zweier verschiedener 
Individuen unter gleichen Umständen“ unter diesen gleichen Um- 
ständen versteht, daß die Tiere am selben Tage, also unter gleichen 
klimatischen Bedingungen usw., benutzt werden. Gewöhnlich denkt 
man natürlich daran nicht und kann also direkt die zweite Frage auch 
nur so formulieren: wie grof sind die inter-individuellen Unterschiede ? 

Recht groß, aber — und das ist praktisch sehr wichtig — augen- 
scheinlich nicht größer als die intra-individuellen, ja bei einer gewissen 
Betrachtungsweise sogar kleiner; und dies führt uns später noch einmal 
zur Bedeutung der über-individuellen, von außen wirkenden Faktoren. 


Betrachten wir nochmals die Reaktionen der 31 stets mit gleichen 
Dosen behandelten Tiere, so haben sich 30 Tiere insofern ganz gleich 
verhalten, als sie alle wenigstens einmal stärkste Reaktion gezeigt 
haben (Blutzucker unter 0,40 gesunken oder Krämpfe; Krämpfe 
traten bei 26 Tieren auf); nur ein einziges Tier ist bei zweimaliger 
Benutzung nicht unter einen Blutzucker von 0,61 Prom. gekommen. 
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Ungleich wiederum verhielten sich die Tiere insoweit, als nur acht 
von diesen 31 wenigstens einmal ganz oder doch beinahe negativ 
reagiert haben. 


Einen noch etwas mehr quantitativen Überblick gibt die Tabelle III. 
In dieser ist zusammengestellt, wie sich die verschiedenen Reaktions- 
weisen (bezeichnet mit — — — usw. bis +++ [s. S. 312)) zahlenmäßig 
sowohl auf die Tiere jeder Gruppe A, B und C, d. i. der vier- bzw. 
drei- bzw. zweimal behandelten, verteilen, als auch auf die verschiedenen 
Male, welche die Tiere benutzt wurden (s. auch Tabelle II). 


In der ersten Reihe der Tabelle III steht die „Gruppe“ bzw. das wie- 
vielte Mal die Tiere der Gruppe ‚benutzt‘ sind, in der nächsten Reihe (s) 
„Anzahl der Tiere‘ bzw. wieviel „Injektionen“ an ihnen jedesmal und dann 
zusammen vorgenommen wurden; in der folgenden Reihe (k) Anzahl der 
Krämpfe, und zwar in den Zeilen der „Gruppen“ wie viele von den Tieren 
dieser Gruppe überhaupt Krämpfe gehabt haben, und in den Zeilen der 
„Injektionen“ bzw. der Injektionen „zusammen“, wieviel Krämpfe bei den 
verschiedenmaligen Injektionen bzw. bei allen zusammen vorgekommen 
sind. Es folgt dann Reihe (b), worin angegeben ist, wievielmal der Blut- 
zucker unter 0,40 Prem. gesunken, also die Reaktion +++ war, und zwar 
wieder getrennt nach Tieren und Injektionen wie in der Reihe %; in der 
Reihe (c) ist angegeben, wie oft zwischen 0,40 und 0,49, also die Reaktion 
++ war, in der Reihe (Gr) ist das Ergebnis der Reihen k, b und c nochmals 
zusammengefaßt; sie gibt also an, wie oft die „Krampfgrenze‘‘ überhaupt 
erreicht war, d. h. Krämpfe eingetreten oder eine Senkung des Blutzuckers 
unter 0,50 Prom.. dann folgt in Reihe (d), wie oft der Blutzucker zwischen 
0,50 und 0,65, also die Reaktion schwach positiv war (+), in Reihe (e), wie 
oft zwischen 0,65 und 0,80, also die Reaktion schwach negativ (—) und 
in der Reihe (f), wie oft der Blutzucker höher als 0,80, also die Reaktion 
deutlich negativ (— —) bzw. ganz negativ (— ——) war. In den drei letzten 
Reihen ist dann noch angegeben, wie oft prozentisch die Krampfyrenze 

Wo (Gr . 100) 
erreicht war, © — a also Reihe Gr geteilt durch Anzuhl der Tiere 
bzw. Injektionen mal 100, bzw. wie oft in Prozenten Krämpfe im Verhältnis 
zur Krampfgrenze aufgetreten waren, also k/Gr. 100, das ist Anzahl der 
Tiere, die Krämpfe hatten, durch Anzahl der Tiere, welche die Krampf- 
grenze erreicht hatten, mal 100, und endlich in der letzten Reihe, wie oft 
die Reaktion ganz negativ war (fjs . 100) also Reihe f geteilt durch Anzahl 
der Tiere bzw. Injektionen mal 100, 


Die Summe der Angaben in den Zeilen für die Tiere kann größer als 
die Anzahl der Tiere sein, weil dasselbe Tier ja in den verschiedenen Reihen 
figuriert, wenn es überhaupt einmal in der dem Kopf der Reihe entsprechen- 
den Weise reagiert hat; also in der ersten Zeile haben von den 16 Tieren, 
die viermal benutzt wurden, 16 die „Krampfgrenze‘“ erreicht, und zwar 
haben 13 wenigstens einmal Krämpfe gehabt, sieben einmal Senkungen 
unter 0,40 Prom. und fünf Senkungen zwischen 0,40 und 0,49 Prom. Ebenso 
kann auch die Summe der Prozentzahlen der drittletzten und letzten Reihe 
100 Proz. übersteigen, weil ebenfalls beispielsweise in der ersten Zeile, 
alle 16 Tiere, also 100 Proz., einmal die Krampfgrenze erreicht haben, 
25 Proz. aber auch einmal ganz negativ gewesen sind. 
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Tabelle III. 

EEE PERF gg 
Gruppe Anzahl | e Es S 58 58) $2 /!l IS g S | 2 
bzw. ne = E ctg ez 3B5 vos ¡us | ir . . = 

S G +. ro E | 2 E A EE 
Gegen | Injckt. se Y | + see E E E | H ü 
Aviermal }l6Ti. 13| a 16 6 | 3 ' 4 (100 8 3 
erstemal | 16Inj 3 2 3 8 312 3 | 50| 36 36 
zweitemal|| 16 , 8 A 2 15 0 0 l 94| 53 6 
drittemal | 16 , 9: 2 2 | 13 2 | 0 NI 70 0 
viertemal | 16 , H 3 1.13 2 | 0 l 81: 70; 6 
zusammnen | 64 Inj. 29 12 8 49 | 7 3 | 5 | 77 59| 8 
B dreimal [12Ti.| 111 3| 1 12 | 1 ı | 2 |10. 92/25 

ll i 

erstemal ' 12 Inj.) 7 l l 9 l 0 2 75! 78| 17 
zweitemal 12 , | 10 0 o . 10 0 l l 83 Io 8 
drttemal | 12 , ¡10 2 ED 12 0 d 0 100 ` 83 y 0 
zusammen | 36 Inj. 27 3: 1 | 31 l į l 3 86 | 87 8 

: | | 

C zweimal 3Ti.| 2 0 0 | 2 l i 1l l 67 100 33 
erstemal 3Inj. 1 0:0, 1 l 0 l 33 100 33 

zweitemal: 3 , 2; 0,0 | 2 0 l 0 67,100 0 
zusammen | 6Inj. 3| 0|] o! 3 | 1 | 1 | 1 | 50 100 | 17 

Alle 
A+B+C ¡31Ti. 26| 10, 6 | 30 8 5 7 97 86| 25 
Gruppen | | | | 

erstemmal | 31 Inj., 11 3 | 4 18 5 2 6 AN 61; 19 
zweiterınal 31 , 20 > 2 27 0O 2 2 | 8 74 7 
drittemal | 28 „ | 19 4 2 25 2, 1:0 s9 761 0 
viertemal | 16 ., 9 3 1:13 2 |0| 1 sı 70| 6 
zusammen |106 Inj. 59 , 15 | 9 : 83 9 | 5 | 9 | 79 7| 9 


Aus der Tabelle III ersieht man also, daß sich als Wichtigstes 
für unsere Frage nach den +¿nter-individuellen Unterschieden ergibt: 
es verhalten sich alle Tiere gleich darin, daß kein einziges gegenüber 
einer — nicht übermäßig — großen Dosis Insulin (11, Krampfgrenzdosen 
= 4,5 Einheiten) dauernd ganz refraktär wäre; genauer ausgedrückt: 
alle Tiere zeigen mit nur einer Ausnahme bei mehrmaliger Benutzung 
wenigstens einmal stärkere Wirkung (tiefste Senkung oder Krämpfe, 
und zwar haben 26 Tiere, das ist 86 Proz. von allen, auch tatsächlich 
wenigstens einmal Krämpfe). Andererseits hat fast ein Viertel der 
Tiere — 7 von 31 — wenigstens einmal gar nicht reagiert. Betrachten 
wir alle 106 Versuche zusammen, unabhängig davon, ob sie am gleichen 
Tiere oder an verschiedenen ausgeführt sind, so ergibt sich, daß eine 
gleiche Reaktion (Krämpfe oder tiefste Senkung unter 0,40 Prom.) 
in 59 + 15 = 74 Fällen vorgekommen ist; und wenn wir die Senkungen 
auf 0,49 bis 0,40 Prom. auch noch dazu rechnen (dies geschicht ja bei 
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Eichungen, wenn wir von ‚Erreichen der Krampfgrenze* sprechen), dann 
ist im ganzen 83mal, das ist in 78 Proz., die Krampfgrenze erreicht. 
worden. 

Von den 83 Fällen, welche die Krampfgrenze erreicht haben, ist 
69mal auch Krampf aufgetreten, das ist in 71 Proz., eine ziemlich 
hohe Ziffer. 

Die 22 Fälle, welche die Krampfgrenze nicht erreicht haben, 
waren fast zur Hälfte (9) negativ, also gar keine Senkung, oder eine 
solche noch nicht unter 0,80 Prom. Auf die Gesamtzahl bezogen, heißt 
dies, daß 9 Proz. ganz ausfielen. Von den übrigen 14 war doch noch 
bei neun die Senkung des Blutzuckers deutlich unter 0,65 Prom. Be- 
trachten wir, wie sich die verschiedenen Gruppen und auch alle zu- 
sammen bei den einzelnen Wiederholungen verhalten haben, so fällt, 
wie schon oben erwähnt, auf, daß sich deutliche Unterschiede erkennen 
lassen, z. B. erreichen in der ersten Gruppe (16 Tiere mit viermaliger 
Wiederholung) beim erstenmal nur die Hälfte, also 50 Proz., die 
Krampfgrenze, beim zweitenmal dagegen fast alle, nämlich 94 Proz., 
beim dritten- und viertenmal 81 Proz. Es besteht aber noch ein 
weiterer Unterschied darin, daß von den Tieren, welche die Krampf- 
grenze erreicht haben, das erstemal nur ein Drittel wirklich Krämpfe 
bekommen, das zweitemal etwa die Hälfte und die beiden letzten Male 
zwei Drittel. Also auch darin ist eine gewisse Zunahme in der Stärke 
der Reaktion zu erkennen. Dies ist endlich auch daraus abzuleiten, 
daß die Abnahme in der Zahl der ganz negativ reagierenden Tiere 
hiermit gepaart geht: denn völlig negativ reagiert das erste Mal 
ein Drittel, die anderen Male eins oder überhaupt kein Tier. 

Ähnlich steht es bei der zweiten Gruppe (s. Tabelle III). Die 
dritte Gruppe besteht aus zu wenig Zahlen, um darüber etwas zu sagen. 

Auch die Zusammenfassung aller Gruppen ergibt daher das gleiche 
Bild wie das eben geschilderte. Das erstemal erreichen noch nicht drei 
Fünftel die Krampfgrenze und ein Fünftel ist ganz negativ, die anderen 
Male kommen neun Zehntel bis über die Krampfgrenze und gar keins 
oder höchstens !/,, der Tiere ist negativ. 

Schon oben bei der Besprechung der intra-individuellen Unter- 
schiede ist darauf hingewiesen, daß diese Unterschiede nicht einfach 
an der größeren Widerstandsfähigkeit unbenutzter Tiere liegen, denn 
auch bei dem ersten Versuch sind mit einer Ausnahme schon einmal 
benutzte und etwa 40 Proz. aller Tiere mehr als einmal bis zu 21mal 
gebraucht worden, bevor sie das erste Mal zu vorliegendem Zwecke 
eingespritzt wurden. 

Wir haben deshalb oben die Vermutung geäußert, daß es mehr 
an dem Tage liegt, an dem der Versuch geschieht als an inneren Ur- 
sachen im Tiere. Dies wird noch deutlicher, wenn wir die Versuche 
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nach dem Datum der Ausfúhrung zusammenstellen, wobei wir die 
Zahlen noch durch Mitbenutzung von Versuchen an anderen Tieren 
vermehren kónnen; es sind dies Tiere, denen am gleichen Tage die gleiche 
Dosis des gleichen Práparats eingespritzt wurde, die aber wegen 
vorzeitigen Todes nicht mehr weiter benutzt werden konnten und 
darum in der Haupttabelle nicht aufgenommen sind. 

Wir: lernen durch diese Zusammensetzung auch, daß die tinter- 
individuellen Unterschiede von verschiedenen Tieren am gleichen Tage 
eher kleiner sind als die inira-individuellen desselben Tieres an ver- 
schiedenen Tagen. 

Es sind z. B. (s. die Tabelle VIII im Anhang) Tiere 72, 74, 78, 110, 
118, 129, 136, 208 und 20 zugleich benutzt. Eine Übersicht ergibt 
Tabelle IV. 
































Tabelle IV. 

| Durchschnittlich | Fre. der Tiere 

Zahl | | 
i | Datum | , | Blutzucker 
der Tiere | Gewicht 1 VUE, 0.49 Prom. > 0.50 

Se i | ` Krampfgrenze | negativ _ 
9 16. III. 1,96 096 | 43 11 
9 23. III. 194 07 100 0 
8 30. 111. 196 ` 082 100 0 
8 | TW. | 196 | 1/00 100 0 





Am 16. Márz kamen also weniger als die Hálfte der Tiere bis zur 
Krampfgrenze, die in den folgenden Wochen stets von sämtlichen 
Tieren erreicht wurde. 

Am 13. März, also wenige Tage vor dem 16. März, dem Tage 
größerer Widerstandsfähigkeit, war auch eine andere Gruppe wenig 
empfindlich; denn am 13. reagierte von den Tieren 2, 12, 15, 51, 163, 
173, 240 und 249 nur die Hälfte der Tiere mit Senkungen bis zur 
Krampfgrenze, und drei Tiere waren ganz negativ. Rechnet man dazu 
noch zwei Tiere, Nr. 66 und 85, denen auch am 13. März die gleiche 
Dosis eingespritzt wurde, die dann aber vor der weiteren Benutzung 
starben, so ändert sich das Ergebnis auch nicht, denn von diesen zwei 
Tieren hat auch nur eins die Krampfgrenze erreicht: also im ganzen 
nur 50 Proz. von den genannten zehn Tieren. 

Daß wirklich die intra-individuellen Unterschiede am gleichen 
Tiere viel größer als die inter-individuellen zwischen verschiedenen sein 
können, erkennt man gut, wenn wir die oben erwähnten Versuche mit 
Tieren 72, 74, 78 usw. nochmals anders gruppieren, und zwar will- 
kürlich (einfach nach der Nummer) in zwei Gruppen von je vier Tieren; 
wir können dann am besten, und zwar zweimal die vier Reaktionen 
von vier verschiedenen Tieren an demselben Tage mit den oben be- 
sprochenen vier Reaktionen ein und desselben Tieres bei viermaliger 
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Wiederholung an vier verschiedenen Tagen vergleichen und auch die 
zwei Gruppen von je vier Tieren in ihren Reaktionen am gleichen Tage. 


Gruppe a besteht aus Tieren 72, 74, 78 110, die Anzahl der Benutzung 
zum vorliegenden Versuche wird angedeutet durch Indices a,, a, usw,; 
Gruppe b besteht aus Tieren 118, 127, 136 und 208. Diese Zusammen- 
stellung in Tabelle V ist dann ohne weiteren Kommentar zu verstehen. 
Nur hinsichtlich der letzten Reihe Miel tiefster Blutzucker“ sei bemerkt, 
daß wir, wo Krämpfe aufgetreten sind, zur Berechnung des Mittels einen 
Blutzucker von 0,30 Prom. angerommen haben. 















































Tabelle V. 

nA ica. || Prom. Anfang» | Re saen 
| | Elter i | er eisen SCH 
Gruppe Datum J | | +53 1,59 122 ® > E 
s e eg eent ME eg 

I | | | 

a, 116, IIL 1,90 a d | 0 | 4 Ing 0.60 
b, 16, 1I. 1,98 | 17212 099 072141 g |3 g] 1 08 
a, 23. III] 189 1,70—2,10 0.93 [0,6107 4 | o | oj o 03 
ba 23. TIT.| 1,97 1752, 12 : 0,67 |0,57—0,72! 4 0 '0 | e 03 
a, 130, ITI) 1.89 [1,62—2,12. 0,75 | 0,68—0,92 | 3 ] | Oj o 0,34 
b, (80. 117. 203 11.77—2.22 1089 085—094 2 | 1 | 1 | 4 A 
a, | 7. IV.) 1,89 11,61—2,20 0,97 oam A 07: 3 | 0 | 110. 03% 
ba || 7. IV 1:99 [1:73—220 ' 1,03 098—109! 2 | 1 | 1 | 9 ul 


Es sind also in Tabelle V in (2 x 4 =) 8 Gruppen von jedesmal 
vier Reaktionen die 32 Reaktionen zusammengefaßt, welche (2 x 4 =)8 
Tiere an verschiedenen Tagen, an denen also immer acht verschiedene 
Tiere benutzt wurden, gezeigt haben. 

Es ergibt sich, daß in diesen acht Gruppen bei drei Gruppen sich 
alle vier Tiere ganz gleich verhalten haben, bei weiteren drei Gruppen 
wenigstens drei Tiere gleichmäßig reagiert haben und nur bei zwei 
Gruppen sich zwei Tiere gleichmäßig, die beiden anderen aber von 
diesen und auch untereinander noch verschieden verhielten. 

Vergleichen wir damit nochmals das oben besprochene Ergebnis 
der intra-individuellen Unterschiede bei denselben acht Tieren, die 
jedes einzelne bei viermaliger Benutzung gezeigt hat, so ergibt sich, 
daß diese Unterschiede keineswegs geringer waren, im Gegenteil. 
Denn unter diesen acht Tieren war keines, das sich viermal ganz gleich 
verhalten hätte; nur fünf haben wenigstens dreimal gleichmäßig 
reagiert, die drei anderen nur zweimal und die übrigen Male hiervon 
und auch untereinander verschieden. 

Die relativ gleichmäßige Reaktion der vier verschiedenen Individuen 
einer Gruppe an demselben Tage ist beachtenswert, weil es, wie auch 
ohne weiteres die Tabelle V lehrt, Tiere betrifft, die deutliche Unter- 
schiede im Gewicht zeigen (über 30 Proz.) und auch deren Anfangs- 
blutzucker Differenzen von über 60 Proz. aufweist. 
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Ja, die Gleichmäßigkeit selbst von acht Individuen (zwei Gruppen 
am selben Tage) ist manchmal sehr deutlich, was schon oben aus 
Tabelle IV zu entnehmen war. Um den Einwand zu entkräften, daß 
die erwähnten intra- wie inter-individuellen Unregelmäßigkeiten gegen- 
über ein und demselben Insulinpräparat auf eine — allerdings nur 
mystisch-verständliche — Schwankung desselben niederländischen Prä- 
parats zurückzuführen sei, wollen wir kurz die Ergebnisse von anderen 
Tieren demselben englischen Insulinpräparat gegenüber erwähnen. 

Es wurden 15 Tiere mit einer Krampfgrenzdosis Insulin Burroughs- 
Wellcome-Mischung von zehn Flaschen gleicher Nummer behandelt; 
das erstemal erreichten davon nur zwölf die Krampfgrenze, wovon 
wieder neun krampften, das zweitemal erreichten 14 die Krampfgrenze, 
und hiervon hatten acht Krampf. 

Die Zahlen decken sich im ganzen sehr weitgehend mit den Er- 
gebnissen, wie wir sie z. B. mit dem niederländischen Insulin bei der 
zweiten und dritten Einspritzung (s. Tabelle im Anhang oder 
Tabelle II) erhalten haben, beide an Tagen von normaler, ja vielleicht 
starker Empfindlichkeit. 

Das für uns Wesentliche ist, daß die drei Tiere, die das erstemal 
nicht bis zur Krampfgrenze gekommen, das zweitemal dies wohl taten, 
und daß andererseits ein anderes, das das erstemal die Krampfgrenze 
überschritten, das zweitemal diese nicht erreicht. 

Auch die mangelnde Übereinstimmung vom Auftreten oder Aus- 
bleiben von Krämpfen in den beiden Malen ist wieder deutlich. Obwohl 
das zweitemal die Reaktion eher stärker ist, denn nur ein Tier fällt aus, 
so sind weniger Krämpfe; nur bei vier Tieren trat beide Male Krampf 
auf; die vier Tiere, die außerdem das zweitemal krampften, sind andere 
wie die, welche das erstemal Krämpfe hatten. 

Also trotzdem wir es an beiden Tagen dieses Versuchs mit eng- 
lischem, zweifellos sehr gutem Insulin und mit Tagen normaler oder 
sogar großer Empfindlichkeit zu tun hatten, ergeben sich in ver- 
schiedener Hinsicht deutlich intra-individuelle Unterschiede. 

Alle bisher besprochenen Versuche über die Reaktionsweise der 
Kaninchen gegenüber Insulin haben insofern etwas Gemeinsames, als 
sie nur festzustellen gestatten, ob Kaninchen bestimmten Dosen gegen- 
über besonders unempfindlich sind. Denn es sind hier stets nur Dosen 
benutzt, die mit großer Wahrscheinlichkeit eine Blutzuckersenkung 
auf 0,49 und darunter bzw. Krämpfe hervorrufen. Wollen wir die 
individuellen Möglichkeiten sämtlich kennenlernen, so müßte auch 
jetzt eine große Anzahl von Tieren mit kleineren Dosen behandelt 
werden, um so feststellen zu können, cb dabei einzelne gelegentlich — 
oder gar immer — sehr stark reagieren, wenn die Mehrzahl nur wenig 
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In den Versuchen über die Konzentrationswirkungskurve*) haben 
wir auch solche Feststellungen getan und gesehen, daß Tiere z. B. mit 
einer und weniger Einheiten Blutzuckersenkungen bis an die Krampf. 
grenze, ja Krämpfe zeigen können, aber keineswegs ist es immer das- 
selbe Tier, das so besonders empfindlich ist, sondern es kommt bei 
Tieren vor, die sonst eine normale Empfindlichkeit haben. 

Zum Beweis, daß die verschiedene Reaktionsfáhigkeit vorkomnt, 
aber weder eine besonders starke, noch eine besonders schwache für 
ein Individuum charakteristisch ist, haben wir schon vor einiger Zeit 
Material zusammengebracht?). Es mag dies hier kurz wiederholt und 
ergänzt werden. 

Seine Beweiskraft liegt in der Zahl der Versuche, auch wenn der 
einzelne nicht die völlige Sicherheit hat, wie die bisher angeführten. 


Wir haben z.B. aus unseren — sich nun über 21% Jahre hin- 
ziehenden — Erfahrungen zwei beliebige Perioden genommen. In 


jeden dieser Abschnitte ist eine größere Zahl von Versuchen mit genau 
standardisierten Präparaten getan. Manchmal ist die Wertigkeit der 
Präparate erst nach den hier betrachteten Versuchen festgestellt worden. 
Wie dem aber auch sei, wir konnten jedenfalls nachträglich von einer 
Anzahl Versuchen genau angeben, mit welchen Insulindosen diese 
ausgeführt waren, und wie die Reaktion darauf war. Mit Hilfe unserer 
Kartothek, auf der die Geschichte jedes Kaninchens bezüglich der 
Insulinversuche genau nachzulesen ist, gingen wir nach, wie sich die 
Tiere in dem der Beobachtungsperiode vorhergehenden bzw. ihr 
folgenden Abschnitt verhalten haben. 

In einem ersten Abschnitt von etwa 6 Wochen (März und April 1924). 
in dem uns keine Tage größerer Unregelmäßigkeit aufgefallen sind, 
faßten wir nur von 232 mit bestimmten und bekannten Dosen vor- 
genommenen Versuchen diejenigen ins Auge, die durch ein abweichende: 
Verhalten auffielen, und zwar, daß Tiere sich entweder „unempfindlich“ 
gezeigt hatten bzw. ‚„überempfindlich“. Wir bestimmten diese Be- 
griffe ziemlich eng und übergingen so eine ganze Reihe wohl auch 
anormaler Reaktionen. Aber es geschah dies absichtlich, da wir nur 
die ganz zweifellosen Fälle betrachten wollten, um bei ihnen nach- 
zusehen, wie sie sich sonst bei anderen Einspritzungen verhalten haben. 
„Unempfindlich“ nannten wir ein Verhalten, wobei Kaninchen mit 
drei Einheiten (eine Krampfgrenzdose) und mehr keine Blutzucker- 
senkung auf wenigstens 0,55 Prom. und darunter erhielten, und ,,úber- 
empfindlich‘, wo mit zwei oder weniger Einheiten bereits die Krampf- 
grenze erreicht bzw. unterschritten wurde, wobei wir hier sogar 0,45 Prom. 


1) Siehe die zweitfolgende Mitteilung dieses Heftes. 
2) Grevenstuk und Laqueur, Bergmann 1925 und Ergebn. d. Physiol. 23. 
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wieder als Krampfgrenze nahmen (statt wie oben 0,49 Prom.). Hatten 
wir so ein abnormes Verhalten festgestellt, so verfolgten wir bei den be- 
treffenden Tieren, soweit es nur ging (also auch außerhalb des ge- 
nannten Zeitabschnittes von März und April), ob es auch sonst 
„anormal“ reagiert hatte. 


Wir nahmen nun umgekehrt diese Begriffe eher sehr weit und 
nannten schon anormal, wenn ein Tier an einem Tage sich anders 
als die Mehrzahl der mit ihm gleichzeitig eingespritzten Tiere verhalten 
hatte. Wir taten dies auch darum, weil diese Kaninchen wiederholt 
mit Abfall- oder Zwischenfraktionen bzw. mit nicht genau standardi- 
sierten Präparaten behandelt waren, wobei als Beurteilung der Reaktion 
nur der Vergleich mit Gleichbehandelten in Betracht kommen konnte. 


Trotz dieser relativ lockeren Bestimmung anormal", bei der 
sich viele Abweichungen nach der einen oder anderen Richtung hätten 
finden müssen, zeigte sich, dem Ergebnis der Tabelle VI vorgreifend, 
dieses: bei 83 Reaktionen von 16 Kaninchen, die alle einmal ein sehr 
deutlich abweichendes Verhalten gezeigt hatten, ließ sich nur zweinial 
ein abweichendes Verhalten in derselben Richtung feststellen. 


In Tabelle VI sind alle die Tiere mit abnormen Reaktionen zu- 
sammengefaßt, und zwar stehen im ersten Abschnitt die, welche ,,un- 
empfindlich‘, im zweiten die, welche „überempfindlich“ reagiert haben. 


In der ersten Reihe steht das Gewicht, in der zweiten die Dosis, auf 
welche die anormale Reaktion folgte, und zwar ist diese in der dritten 
Reihe durch das Verhalten des Blutzuckers bzw. durch Auftreten von 
Krämpfen gekennzeichnet. In der vierten und fünften Reihe folgt, wie oft 
und in welcher Weise das betreffende Tier vorher bzw. nach dem abnormen 
Verhalten reagiert hat. In der letzten Reihe folgt Angabe über die Farbe 
des Tieres, da diese bei der Empfindlichkeit (nach Erfahrungen bei der 
Kampfgasvergiftung) eine Rolle spielen sollte. 





























Tabelle VI. 
f Abrotme , Anzahl und Art der Reaktion | 
do | Ein» Reaktion (INEA 
icht keiten Blutzucker y vor | nach Farbe 
E 0 Prom. 1 der abnormen Reaktion | o 
Unempfindlich 
2380 ` 45 " 0,60 '| — | 2 x normal grau 
2380 | 6 | 0,97 | 9 x normal |2 x P | braungrau 
1670 | 9 | 0,60 — ¡ER = | blaugrau 
2200 | 7,5 0,70 l x normal , 3 x 5 dunkelgrau 
2430 9 0,62 3x 14 x 5 | braungrau 
2210 3,7 0,82 | — ¡4 >x 4 blaugrau 
2040 | 3,7 | 1,05 | l x normal ¡2 x E | braunweiß 
2080 3 | 0,59 | 1x m 5x > | dunkelgrau 
1970 \ 3 0,63 2x m | 3x > Schwarz 
| | -l x zu wenig 
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1 Abnorne | Anzahl und Art der Reaktion 
: Eins Reakti A a e A 3 
peu (A, dë | me m rm 
i Prom. | der ENEE Reaktion o 
Überempfindlich 
2380 1 12 | 0,36 | — | 2 x normal grau 
1850 | 15 | 0,43 li — |3 x X | grau 
1980 | 1,2 | Krampf | — | — ` braunwelB 
2470 1,2 | 0,43 | l x normal — schwarz 
2090 | 1,5 ' 0,39 3 x Š — " dunkelgrau 
2020 ; 2 , Krampf | 2 x — schwarz 
| E lx zuviel | | 
1830 * 18 | 0,44 l 5x normal ı 1 x normal | grauweid 


Aus der Tabelle VI ersicht man folgendes: 


1. Bei 233 Versuchen fällt 16mal eine abnorme Reaktion auf, 
und zwar wird neunmal Überempfindlichkeit, siebenmal relative Un- 
empfindlichkeit beobachtet. 


2. Die neun Tiere, die gelegentlich unempfindlich waren, wurden 
zusammen 56mal gebraucht, und trotzdem hat darunter nur ein Tier 
zweimal im gleichen Sinne abnorm reagiert, sonst aber auch fünfmal 
normal. 


3. Die sieben Tiere, die gelegentlich abnorm überempfindlich 
waren, wurden zusammen 25mal gebraucht, und auch dabei hat sich 
nur ein Tier zweimal in der gleichen Richtung abnorm verhalten, sonst 
aber auch noch zweimal normal. 


Endlich ist aus der Tabelle VI noch zu ersehen, daß hier die Farbe 
der Tiere keinen Einfluß erkennen läßt, woran man nach Erfahrungen 
hinsichtlich der verschiedenen Empfindlichkeit gegen andere Noxen 
(Phosgenvergiftung) denken könnte. 


Das gleiche Ergebnis, daß also anormales Verhalten wohl vor- 
kommt, aber keineswegs charakteristisch für das Tier ist, sondern 
gelegentlich einmal in der einen, einmal in der anderen Richtung sich 
zeigen kann, so daß eine Gruppeneinteilung von Tieren nach diesem 
Verhalten gegenüber vergleichbaren Insulindosen vollkommen aus- 
geschlossen ist, beweist auch die folgende Zusammenstellung. 

Unter den Hunderten von Tieren, die in dem Zeitraum von Oktober 
1024 bis Februar 1925 benutzt wurden, betrachteten wir belicbige 41 
mittels der Zettel unserer Kartothek genauer, und zwar alles Tiere. die 
mehr als einmal gebraucht waren. 

Im ganzen wurde ihnen 239 mal Insulin eingespritzt ; den meisten 
darunter drei- bis achtmal, einem kleinen Teil (11) nur zweimal, anderen 
bis 2lmal. Im Augenblick der Einwirkung wußten wir meist noch 
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nicht, wie groß (in Einheiten ausgedrückt) die Dosis war, die den 
Tieren injiziert wurde. Nachträglich konnten wir dies beim größten Teile 
der Tiere berechnen, soweit nämlich die Einspritzungen mit nachher 
genau ausgewerteten Präparaten geschehen waren. Auf Grund unserer 
reichen Erfahrung (s. auch die Mitteilung über die Konzentrations- 
wirkungskurve) können wir mit einer gewissen Berechtigung angeben, 
wie sich in der Regel Tiere mit kleineren als einer Krampfgrenzdosis 
verhalten werden; jedenfalls können wir für unseren vorliegenden 
Zweck folgende Skala aufstellen und sagen: soweit die Reaktion inner- 
halb der hier angegebenen Grenzen gelegen ist, nennen wir sie normal (n). 


Versuche mit Dosen unter 1, Einheit haben wir hier weggelassen, 
weil, soweit wir hier gesehen, die Reaktion darauf recht verschieden 
ist, wahrscheinlich weil die verschiedene Größe des Schwellenwertes 
sich sehr stark geltend macht. Bei weitem die meisten Versuche waren 
mit Dosen über 1,5 Einheiten angestellt und noch nicht 8 Proz. (13 
von 173) mit Dosen von 1,5 bis 0,5 Einheiten. 














Skala. 

Einheiten | - Blutzucker in Prom. 
>4 < 0,45 oder Krämpfe 
<4 —6 | <055 , A 

2 5—2,0 0,60—0,40 
1,9—1,5 0,70—0,50 
1,4—1,0 0,80—0,60 


0,9—0,5 0,85—0,65 


Wir nennen für unseren vorliegenden Zweck eine ‚zu starke“ 
Reaktion (s) und das Tier in diesem Falle ,,úberempfindlich*, wenn 
es mit einer bestimmten Dosis so reagiert, wie es erst der (in der obigen 
Skala) nächst höheren Dosis entspricht, und ‚erheblich zu stark“ (ss), 
wenn diese Reaktion erst einer der zweitnächsten oder einer noch 
höheren Dosis’ zukommen sollte; das Entsprechende gilt für eine ‚zu 
schwache‘ (z) bzw. „erheblich zu schwache“ Reaktion (zz). 


In der Tabelle VII sind danach die Versuche an 41 Tieren kurz 
wiedergegeben. 


In der ersten Reihe steht die Versuchsnummer, danach Anzahl der 
Versuche mit jedem einzelnen Tier, in der folgenden Reihe wieviel davon 
mit einer bekannten Dosis (über 0,5 Einheiten), in der nächsten (n) wieviel 
davon mit einer normalen Reaktion geantwortet haben, in den anderen 
Reihen, wieviel mit einer zu starken (s) bzw. erheblich zu starken (ss) oder 
einer zu schwachen (z) oder erheblich zu schwachen (zz). Es folgen dann 
einige Reihen, die im gewissen Sinne einen Auszug aus den vorhergehenden 
darstellen, nämlich wie viele von den Versuchen mit Dosen zwischen 2,4 und 
3,6 Einheiten ausgeführt sind, und wie viele von diesen eine normale (n) 
bzw. eine zu schwache Reaktion (z) zur Folge hatten. 
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Tabelle VII. 
| ] Reaktion | Resktion 
Rage 3,5—2,4 | 
Nr. hierbei | | 
j Versuch Dosis on 8 ss | z zz Einheiten n z 
| bekannt |  ; | A E E 
ı | 2 2 la, I 
2 2 OoOo. 
3 5 4 4: ` 2 2 
4 2 2 | | 1 l | f 
5 2 2 7 2, | 2 | 2 
6 12 8 | 8 "IA 04 
7 7 5 5 | 3 ; 3 
8 3 2 2) E 2 l 
9 21 17 u 3|112. 7.5 2 
10 4 4 2 l Il s 0 001 
11 16 11 7. MAD 2 ,. 2 
12 3 3 1 1 12) l N 
13 4 | 4 1021) 1 ` 
14 2 2 | 2 | 2 2. 
15 11 7 | 5 2. 4 4 
16 4 4 fı 171 ı) 1 1) 
17 4 3 0 31 ı 2 2 
18 2 2 ' 2 2 2 
19 4 2 l | ` 1 1 
20 6 l | 1 Io o 1 
21 4 2 1 ] l 1 
22 | 9 9 511! 4 5 3 2 
23 2 2 2 | 1 1 
24 6 6 5 ] 4 4 
25 4 4 3 l 3 3 
26 7 5 , 3|2' 
27 13 7 5 2 1113 2 1 l 
28 10 | 6 511] 2 1 2 
29 2 9 (lei 1 | ] 
30 2 1 l 
31 4 4 | 3 1 l 1 
31 232 9 6) 1 21 © 4 13 1 
Sr Geff l p f al 
35 | 2 1 13 10 1 1| Kate, Si 3 
36 3. 3 2. 1 ı 2 I 2 
37: 3 TO) 3 3: 1 l | 
38 | 3 | 3 2 | 1 1 1 
39 Ia" 1 1 
40 | 3 3 2: l | | ı 001 
A ` De III) i | 
Summe | 239 118 ¡(112.20 | 6'25 |10| 70 "aa | 11 
es a Sn aa | 1 
| | 26 Kid , 
li i | į ha 





Aus der Tabelle VII ersieht man ohne weiteres, daß von den 
239 Versuchen an 41 Tieren 173mal die Dosis bekannt bzw. über 
0,5 Einheiten war. Hierbei hat sich 112 mal die zu erwartende Reaktion 
ergeben (n), 26mal eine zu starke (s) und 36mal eine zu schwache, 
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und zwar war bei den zu starken sechsmal eine sehr deutlich zu starke 
Reaktion (ss) (daß z.B. bei einer Einheit schon Krämpfe auftraten) 
und bei den zu schwachen Reaktionen zehnmal solche, die erheblich 
zu schwach waren (zz) (daß z.B. mit 3 Einheiten nur eine Senkung 
auf 0,80 eintrat). 


Wenn man nur die Fälle berücksichtigt, wo ungefähr die 
Krampfgrenzdosis benutzt wurde, zwischen 2,4 bis 3,6 Einheiten, 
und wobei die zu erwartende Reaktion in einem engeren Bezirk blieb, 
dann war von den 70 Fällen 59mal die erwartete Reaktion eingetreten, 
die Tiere bekamen Krampf oder eine Blutzuckersenkung auf 0,45 
und darunter, elfmal folgte eine zu schwache Reaktion, daß z. B. mit 
3 Einheiten nur Senkungen auf 0,60 oder noch weniger eintraten. Vor 
allem zeigte sich aber genau wieder das gleiche, wie bei der oben ge- 
gebenen Zusammenfassung über Versuche von März bis April 1924: 
nur sehr selten hat sich ein und dasselbe Tier in derselben Richtung 
wiederholt auffallend benommen, oder ist gar regelmäßig nach der- 
selben Seite abgewichen. Hierfür sei noch auf einzelne Beispiele 
besonders hingewiesen. 

Z. B. Tier 35 ist 20mal benutzt, davon l3mal mit bekannten 
Dosen; es reagierte zehnmal, wie zu erwarten, zweimal zu schwach, einmal 
zu stark. 

Ein anderes Tier, z. B. Nr. 9, ist bei 21maliger Benutzung 17mal mit 
bekannten Dosen behandelt, dabei war elfmal die Reaktion ganz normal, 
viermal zu stark, davon einmal sehr deutlich, z. B. gab es mit 1,5 Ein- 
heiten eine Senkung auf 0,36, aber zweimal auch zu schwach, nämlich 
mit 3,5 Einheiten nur Senkungen auf 0,56, oder mit 2,5 Einheiten nur 
solche auf 0,70. 


Daß ganz allgemein inter -individuelle Unterschiede vor- 
kommen, und zwar auch bei am gleichen Tage unter gleichen 
Umständen gehaltenen Tieren, ist selbstverständlich und jedem Er- 
fahrenen gerade Insulin gegenüber ganz geläufig; es hat sich uns 
auch stets bei jedem beliebigen Präparat gezeigt, dem reinsten gegen- 
über sowohl wie unreineren. Es gilt dies für Produkte der nieder- 
ländischen Fabrikation genau so wie von Produkten aus England, 
Amerika oder Deutschland. 


Es ist uns darum in hohem Maße zweifelhaft, ob diese Frage über- 
haupt sehr viel mit dem Präparat zu tun hat. 


Ohne hier auf die Theorie der Insulinwirkung, auch im be- 
sonderen die hier nur betrachtete Senkung des Blutzuckers, ein- 
zugehen, ist sicher, daß dies ein so komplexer Prozeß ist, daß auch 
das reinste Produkt sehr verschiedene Bedeutung bei verschiedenen 
Individuen haben kann. Nur die Zahl der Versuche kann hier aus- 
zleichend wirken. 
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Aus dem Besprochenen folgt unter anderem auch, daß die An- 
schauungen von Stross und Wiechowski!), von denen wir im Beginn 
gesprochen haben, nicht nur nicht gestützt werden, sondern im Gegenteil 
durch unsere Erfahrungen, jedenfalls was unser Material betrifít, 
widerlegt sind. 


Diese Autoren meinten, daß „einer vollkommenen Gleich- 
máfigkeit* der Reaktion bei einem und demselben Tiere, die 
Ungleichmäßigkeit des Verhaltens, eine sehr weit auseinander- 
liegende Empfindlichkeit verschiedener Individuen gegenüberzu- 
stellen sei. 


Sie beurteilen die Empfindlichkeit nach Auftreten von Krämpfen 
und geben bei einem gut beobachteten Material von 46 Tieren ,,Unter- 
schiede um mehr als 1000 Proz. an, indem einzelne Tiere noch mit 
0,15 mg pro Kilogramm Krämpfe zeigten, während andere erst mit 
2,4 mg pro Kilogramm krampften“. 


Bei der behaupteten Konstanz für das einzelne Individuum ergibt 
sich daraus für die Autoren die Folgerung, daß es Gruppen von Kanin- 
chen gibt, unterschieden durch eine ihnen eigentümliche Empfind- 
lichkeit. Diese charakteristische Empfindlichkeit läßt sich „als 
einen Faktor ausdrücken, welcher bei späterer Verwendung eines 
Tieres als Maßtier benutzt wird, um außer der individuellen krampf- 
machenden Dosis die ‚tatsächlich‘ krampfmachende zu ermitteln. 
Zur Auswertung der Empfindlichkeit bedarf es oft zahlre’cher In- 
jektionen*. 


Es liegt uns natürlich fern, die tatsächliche Feststellung an dem 
Material des Prager Laboratoriums zu bestreiten, nur wollen wir darauf 
hinweisen, daß an und für sich uns das Auftreten von Krämpfen ein 
durchaus ungeeigneter Maßstab ist. Stross und Wiechowski scheinen 
dies auch zu fühlen, denn sie fügen dem oben zitierten Satze eine An- 
merkung hinzu, daß zur Auswertung der Empfindlichkeit Blutzucker- 
bestimmungen zu Hilfe genommen wurden. 


In der Ablehnung der Krämpfe als Maßstab stimmen mit uns 
die Mehrzahl der anderen Untersucher, Amerikaner, englische wie 
deutsche überein, und wir haben diese Frage erst vor kurzem aus- 
führlich behandelt). 


Sind die Krämpfe aber ein unsicherer und unzuverlässiger Maßstab, 
dann sind sie natürlich auch nicht geeignet, über die inter-individuelle 
Empfindlichkeit etwas auszusagon. 


1) l.e. 
2) Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 5, 1925. 
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Bestimmt man die Empfindlichkeit, wie wir sie oben definiert 
haben, durch Erreichen einer bestimmten Blutzuckersenkung, so 
ist auch mit aller Bestimmtheit zu bestreiten, wie oben oft 
genug auseinandergesetzt, daß sich wirklich die Tiere nun so 
weitgehend regelmäßig in ihrer Empfindlichkeit, bis zu 1000 Proz., 
unterscheiden. Solch großen Unterschieden scheinen Stross und 
Wiechowski auch nur selten begegnet zu sein, dagegen ‚in einem 
Bereich von 400 Proz. sind über- und unterempfindliche Tiere 
annähernd gleichmäßig verteilt“, d. h. man findet ebenso viele 
Tiere, die z. B. mit 0,2 eines Präparats reagieren, als Tiere, die 
nur mit 0,8 reagieren. 


Wir meinen nun, daß bei einem größeren Material sich durchaus 
dieses nicht hat feststellen lassen, und daß es zu irrigen Ergebnissen 
hinsichtlich der Standardisierung führen muß, wenn man auf diesen 
„konstanten individuellen Unterschied‘ Wert legt, und sie sogar in 
die Rechnung einbezieht). ` 


Wir haben diese relativ einfachen Fragen nach den intra- und 
inter-individuellen Unterschieden so ausführlich behandelt und geglaubt, 
ein großes Versuchsmaterial opfern zu sollen, damit einmal die für die 


1) Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen ist eben eine ausführliche 
Arbeit von Langecker und Stross (diese Zeitschr. 161) als Ergänzung der 
Mitteilungen in Kissingen erschienen. Eine genauere Durchsicht hat uns 
gezeigt, daß die tatsächlichen Feststellungen gar nicht so verschieden 
zwischen uns sind, dafür um so mehr die daraus gezogenen Schlüsse. 
Langecker und Stross definieren (S. 330), daß die Grundlage ihres Eichungs- 
verfahrens die Konstanz der individuellen Insulinempfindlichkeit ist; sie 
führen daher auch nur mit wenigen Tieren (und deren bestimmten Empfind- 
lichkeitsfaktoren) die Eichung aus; unsere Anschauungen über das, was 
man noch konstant nennen kann oder als verschieden empfindlich bezeichnen 
muß, sind aber ganz andere. Als Beispiel für ihre Versuche zur Konstanz 
der Empfindlichkeit geben sie (S. 325) die ausführliche ‚‚Geschichte‘‘ eines 
Tieres an. Darin findet sich nun, daß dieses Tier gegenüber demselben 
Präparat (Test 1) mit genau derselben Blutzuckersenkung (nämlich 
zwischen 0,47 und 0,43 mg pro Kubikzentimeter) reagiert hat, mit Dosen 
des Präparates von 0,3, 0,6, 1,2, 1,8 mg (immer pro Kilogramm des Tieres 
gerechnet)! 


Und auch mit den Krämpfen, auf welche die Wiechowskische Schule 
großen Wert legt, steht es so, daß sich einmal mit 0,6 mg des genannten 
Präparates Krämpfe ergeben, einmal damit keine Krämpfe, dann wieder 
mit 1,2 keine Krämpfe und einmal wohl Krämpfe; und auch bei 1,8 Krämpfe 
noch ausbleiben. Dieses Tier soll dann gegenüber anderen Tieren den 
konstanten Empfindlichkeitsfaktor 2 haben. 

Wir würden aus dem angeführten Material schließen, daß die 
Empfindlichkeit dieses Tieres nicht konstant ist, sondern um über 
500 Proz. (bei 0,3 bis 1,8 mg desselben Präparates die gleichen Reaktionen) 
wechseln kann. 

Biocbemische Zeitschrift Band 163. 22 
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Praxis so wichtige Frage der Eichung einen genúgend festen Boden 
erhält, ferner aber auch die wissenschaftlichen Schlüsse, wenigstens 
auf dem Insulingebiet. 

Was die Eichung betrifft, so wollen wir in einer unmittelbar 
folgenden Arbeit náher darauf eingehen und hier nur die Hoffnung 
ausdrücken, daß von den Stellen, die über die meisten Erfahrungen 
verfügen, gemeinschaftlich ein Schema aufgestellt wird, an das man 
sich halten soll, und von dem man nur unter Angabe von besonderen 
Gründen abweichen darf. 

Daß die Erfahreneren auf diesem Gebiete mit einer ziemlich 
großen inter-individuellen Abweichung gerechnet haben, dafür ist 
Beweis genug, daß, soweit uns bekannt, schon in dem ersten 
Druckschriftchen der amerikanischen Fabrik Lilly, welche unter 
Aufsicht des Torontokomites zuerst Insulinpräparate hergestellt und 
auf den Markt gebracht hat, bei der Definition der Einheit gesagt 
hat: das Auftreten von Krämpfen bei 60 oder 70 Proz. der be- 
nutzten Tiere. 

Auch wir verlangten als Aufsichtsstelle der holländischen Präparate, 
daß bei 75 Proz. der benutzten Tiere die ,Krampfgrenze” zu er- 
reichen ist. 

Wie dem aber auch sei, jedenfalls hat die Festlegung der Einheit 
nur einen Sinn, wenn gleichzeitig verlangt wird, bei wie viel Prozent 
der Tiere ein bestimmter Effekt, den diese Einheit hervorbringen muß, 
einzutreten hat. Diese Prozentzahl wegzulassen, ergibt einerseits die 
traurigen Erfahrungen an einem oder drei Tieren; andererseits 
aber anzunehmen oder zu verlangen, daß die Zahl 100 Proz. ist, würde 
die Gleichmäßigkeit der Präparate sehr in Frage stellen, weil man 
gewiß in vielen Fällen die Erfüllung des Anspruches, bei wirklich sámt- 
lichen Tieren den gleichen Effekt zu erhalten, nur durch eine ungemeine 
und in verschiedenen Fällen sehr ungleiche Steigerung der Dosis er- 
zwingen könnte. 

Aber abgesehen von den Konsequenzen für die Eichung, ergibt 
sich aus dem obigen Materia) die Sinnlosigkeit, aus ein oder dret 
Versuchen, manchmal nur an einem Individuum ausgeführt, Schlüsse 
auf das Verhalten eines bestimmten Insulinpräparats zu ziehen, ge- 
schweige auf das Verhalten des Insulins! Als Beispiel davon könnte 
man Arbeiten anführen über Verhalten des Insulins hinsichtlich Milch- 
säurebildung, Abnahme des Glykogens usw. 


Es ist außerordentlich schwer auszumachen, welche Zahl wenigstens 
verlangt werden muß, um bei einigermaßen befriedigender Überein- 
stimmung als Andeutung eines bestimmten Verhaltens zu gelten. Wenn 
wir diese Zahl etwas willkürlich auf 12 normieren — und dies will noch 
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recht wenig heißen —, gewinnt man vielleicht eine andere Stellung 
zu vielen Veröffentlichungen auf dem Insulingebiet. 


Zusammenfassung. 


Es werden kurz einige der Voraussetzungen jeder biologischen 
Wertbestimmung erörtert und hierbei die Bedeutung der intra- wie 
inter-individuellen Unterschiede betont. 


Um deren Größe kennenzulernen und im besonderen das Ver- 
hältnis der intra-individuellen zu den inter-individuellen Unterschieden 
zu erfahren, werden die Ergebnisse von 543 Versuchen mit bekannten 
Insulinmengen an 136 Kaninchen besprochen. 


I. Die intra-individuellen Unterschiede werden genauer untersucht 
durch Einspritzung an demselben Tiere mit derselben Menge des gleichen 
Insulinpráparats an verschiedenen, wenigstens durch 1 Woche ge- 
trennten Tagen. Aus 145 zum Teil nur kurz angeführten Versuchen mit 
64 Tieren, von denen 16 viermal, 15 dreimal und 18 Tieren zweimal ein- 
gespritzt wurde, ergibt sich, daß von einer individuellen Konstanz nicht 
die Rede ist, sondern die Abweichungen in der Reaktion desselben 
Tieres sehr bedeutend sein können. 


Dasselbe ergibt sich aus 144 Versuchen mit demselben Präparat 
an 29 anderen Tieren; jedes wurde mit fünf verschieden großen 
Dosen, im ganzen fünfmal, eingespritzt, wobei dasselbe Tier mit einer 
kleinen Dosis stärker reagieren kann als mit einer viermal so großen. 
(Siehe die zweitfo!gende Mitteilung.) 


Die Abweichung der Dosen könnte man als ein Maß der intra- 
individuellen Unterschiede benutzen. 


Als Ursache dieser Unterschiede werden diskutiert: 


LL Unterschiede des Gewichts der Tiere im Laufe der Beobachtungs- 
periode. 


2. Unterschiede des _Anfangsblutzuckers vor. Beginn jedes 
Versuchs. 


3. Anzahl der vorhergehenden Benutzungen zu  Insulinein- 
spritzungen. 


Es zeigt sich, daß keiner dieser Faktoren eine irgendwie ausschlag- 
gebende Rolle spielt. Es bleibt vorläufig nur übrig, die Einwirkung 
von über-individuellen Faktoren anzunehmen, d.h. von solchen, die 
von außen auf das bestimmte Individuum an bestimmten Tagen ein- 
wirken. Es wird an klimatische Einflüsse gedacht. Das Material, um 
diese eventuell nachzuweisen ist in Bearbeitung und soll im Zusammen- 
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hang mit anderen, nicht in dieser Mitteilung behandelten Versuchen 
gemeinschaftlich besprochen werden. 


II. Die Unterschiede verschiedener Individuen, mit gleichen Dosen 
desselben Präparats behandelt, sind auch deutlich. Werden aber Tiere. 
die am gleichen Tage benutzt sind, untereinander verglichen, so sind 
die Unterschiede nicht so groß wie die Unterschiede desselben Indiv- 
duums an verschiedenen Tagen. Gerade dieses Moment spricht für die 
letzterwähnte Annahme, daß Tagesfaktoren Ursache der intra- 
individuellen Abweichungen sein können, besonders da an einem Tage 
verschiedene Tiere nach derselben Richtung Abweichung von der 
Norm zeigen können. 


Die nähere Betrachtung von 81 bzw. 173 Versuchen an 
16 bzw. 41 Tieren während längerer Perioden ergibt, daß dies 
Tiere anormal, d. h. stärker bzw. schwächer als nach der 
Dosis zu erwarten, gelegentlich reagieren. Es ist aber fest- 
zustellen, daß sich die Unregelmäßigkeit nicht immer in der- 
selben Richtung wiederholt, also nicht Tiere zu finden sind, die 
immer besonders unempfindlich und andere, die immer besonders 
überempfindlich wären. 


Dies steht im Gegensatz zu den Behauptungen von Stross und 
Wiechouski, die meinten, Kaninchen lassen sich in Gruppen konstanter 
Empfindlichkeit einteilen, wobei die Empfindlichkeit zwischen Eins 
und etwa dem Achtfachen variieren soll. 


Die Abweichungen in der Reaktion desselben wie verschiedener 
Individuen sind vom Präparat unabhängig; sie finden sich bei nieder- 
jändischen, englischen wie amerikanischen Produkten. 


Auf Grund der großen intra- und inter-individuellen Unterschiede, 
also dem Mangel an Konstanz beim einzelnen Individuum wie ver- 
schiedener Individuen untereinander gegenüber Insulin, wird hin- 
gewiesen, wie sinnlos eine ganze Reihe von Arbeiten sind, die das Ver- 
halten des Insulins bestimmen wollen durch Versuche an einem oder 
wenigen Tieren. ` 

Welche Methode zur Eichung eines Präparats nach diesen indivi- 
duellen Unterschieden als zweckmäßig gelten muß, wird in der un- 
mittelbar anschließenden Mitteilung besprochen. 


Anhang. 
Die Tabelle VIII gibt die Originalzahlen der 31 besonders aus 
führlich behandelten Tiere. Sie ist ohne weiteren Kommentar ver- 


ständlich. Der Blutzucker ist in Promillen angegeben, k bedeutet 
Auftreten von Krämpfen. 
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Uber Bestimmung der Wirkungsstárke von Insulin (Eichung) 
und die neue klinische Einheit. 


Von 
Ernst Laqueur und $. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitát Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


In der vorhergehenden Mitteilung haben wir die intra- und inter- 
individuellen Unterschiede. von Kaninchen gegenüber gut bekannten 
Insulinpräpaten besprochen und die Folgen betont, die diese Unter- 
schiede auf Schlüsse von irgendwelchem wissenschaftlichen Wert aul 
diesem Gebiete haben müssen. Nur kurz haben wir angedeutet, was 
wir unserer Meinung nach für die auch für die Praxis wichtige Eichung 
von Insulin daraus zu lernen haben. 

Was die Eichung betrifft, so wollen wir auf Grund unserer Er- 
fahrungen und also im besonderen als Folgerung aus der vorhergehenden 
Mitteilung die hauptsächlichsten Regeln angeben und ein Schema kurz 
schildern, das nach unserer Meinung einigermaßen befriedigende Er- 
gebnisse der Eichung garantiert. 

Man muß unterscheiden Eichungen wirklich unbekannter Präparate. 
wie sie die darstellenden Fabriken vorzunehmen haben, oder Labora- 
torien, die sich mit Insulin oder insulinartigen Stoffen beschäftigen, und 
die Nacheichung. wie sie den verschiedenen Kontrollstellen, die 
dankenswerterweise das Torontokomite in verschiedenen Länder 
einzurichten gesucht hat, obliegen. Diese Stellen sollen ja all 
möglichst für die gleichmäßige Stärke der Präparate sorgen. 

Die Hauptregeln für die einzelne Eichung, also Bestimmung de 
Wirkungsstärke eines unbekannten Präparats sind etwa folgende: 

1. Nicht zu wenig Tieren zu gleicher Zeit mit derselben Dosis Vo! 
Beginn ab einspritzen; denn Ergebnisse an nur einem bis drei Tiere! 
können noch kaum einen Anhalt geben, welche Dosen man für die 
Hauptversuche benutzen soll. 
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2. Andererseits sind auch nicht an einem Tage überflüssig viele 
bzw. etwa alle Tiere dieses Tages mit ein und derselben Dosis zu behandeln, 
und an einem folgenden Tage alle Tiere mit einer anderen und dann 
auch wieder mit nur derselben Dosis, sondern es ist zweckmäßig, beide 
Faktoren, Dosis und Tage soviel wie möglich zu vermengen, damit man 
nicht die geringen oder die starken Wirkungen eines Tages der Dosis 
dieses Tages zuschreibt, während die Ursache vielleicht in klimatischen 
Verhältnissen des Versuchstages gelegen ist. 

3. Im ganzen sind so viele Versuche vorzunehmen, daß man unter 
Umständen die Ergebnisse von Tagen, an denen alle bzw. die Mehrzahl 
der gebrauchten Tiere deutlich abnormal reagieren, ausschalten darf, 
ohne das Gesamtergebnis zu trüben. 

Die Eichung geschieht durch Senkung des Blutzuckers, nicht 
durch Eintritt oder Ausbleiben von Krämpfen. Aus historischen 
Gründen nennt man eine Senkung des Blutzuckers auf + 0,45 Prom. 
(+ bedeutet, daß Zahlen von 0,49 und 0,40 Prom. gleiche Bedeutung 
haben) das Erreichen der ,Krampfgrenze”, ohne daß hiermit irgend- 
wie etwa gesagt sei, ob dann wirklich Krämpfe auftreten. Im letzteren 
Falle nimmt man aber, auch ohne daß Blutzuckerbestimmungen 
ausgeführt werden, an, daß die Krampfgrenze erreicht oder unter- 
schritten war. Auf Grund von sehr vielen Erfahrungen wird der 
Blutzucker dann oft bis + 0,30 Prom. gesunken sein!). Wir wollen 
darüber nicht mehr viel sagen, welche Methoden der Blutzucker- 
bestimmung man am besten benutzt, da dies von den Erfahrungen 
des Laboratoriums abhängt; wir haben den Eindruck, daß es mit sehr 
verschiedenen Methoden möglich ist, gute, aber auch schlechte Resultate 
zu bekommen?). Nehmen wir ein Beispiel für eine Eichung. 

In Vorversuchen hat ein Präparat mit 0,3mg bei verschiedenen 


Tieren, z. B. vier von fiirf, eine Blutzuckersenkung von + 0,45 Prom. 
hervorgebracht. 

Es werden jetzt an einem Tage Gruppen von vier Tieren mit 0,3 bzw. 
0.36 und mit 0,24 mg eingespritzt. 

Ergibt sich, daß von den beiden ersten Gruppen je drei Tiere die 
„Krampfgrenze‘‘ — wir wiederholen: Senkung des Blutzuckers auf 
+ 0,45 Prom. oder darunter bzw. Auftreten von Krämpfen — erreicht 
haben, von der letzten nur zwei Tiere, so wird am folgenden Tage 15 Tieren, 
und zwar wieder drei Gruppen von fünf, dieselbe Menge eingespritzt. Ir 
günstigen Fällen kann das Ergebnis regelmäßig sein, sodaß also z. B. drei 
von den Tieren mit 0,24 mg, vier von den Tieren mit 0,30 und fünf von 
den Tieren mit 0,36 mg bis zur Krampfgrenze reagieren. 


I) Anmerkung bei der Korrektur: Langecker und Stross geben nach 
ihren Erfahrungen bei Krämpfen oder kurz davor 0,29 mg pro ccm ar. 

2) Wir verweisen auch auf das Kapitel „Bestimmung der Wirkungs- 
stärke“ in Grevenstuk und Laqueur, „Insulin“, Bergmann, Wiesbaden 1925, 
und Ergebn. f. Physiol. 23. 
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Dann werden nochmals am folgenden Tage oder später z. B. zwei 
Gruppen von je sechs Tieren mit 0,3 oder 0,36 mg benutzt; ist dann 
auch das Ergebnis z. B., daß vier Tiere der ersten Gruppe die Krampf. 
grenze erreichen und fünf von der zweiten, so kann die Eichung 
zunächst als erledigt gelten. Denn es sind dann, einschließlich mit 
dem Vorversuch, zusammen mit 0,3 mg eingespritzt (5 + 4+5-6 
=) 20 Tiere, wovon bis zur Krampfgrenze reagiert haben (4 +3 +4 
+ 4 =) 15, das sind drei Viertel der Tiere; mit 0,24 mg sind 9 Tiere 
eingespritzt und davon haben 5 Tiere bis zur Krampfgrenze reagiert, 
also noch nicht zwei Drittel der Tiere; mit 0,36 mg sind 15 Tiere 
eingespritzt und davon haben 13 Tiere die Krampfgrenze erreicht, 
das sind über acht Zehntel. 

Wir sagten, die Eichung kann als erledigt gelten, nämlich dann, 
wenn auch die (4 + 5 =) 9 negativ reagierenden Tiere, denen je 0,24 
und 0,30 mg eingespritzt wurden, in der Mehrzahl wohl eine deutliche 
Blutzuckersenkung erhalten haben, aber nur nicht ganz bis zur Krampf- 
grenze gekommen sind. Das Mittel von den tiefsten Blutzuckern zu 
nehmen, kann dann wohl zweckmäßig sein, um sich zu orientieren, 
ob die Ergebnisse an den Tieren, die nicht die Krampfgrenze erreicht 
haben, auch einigermaßen die Wirkung des Insulins erkennen lassen. 

Es sei nun ausdrücklich bemerkt, daß nur in seltenen Fällen die 
Eichung so glatt verläuft. Für alle anderen Fälle sind so viel Kaninchen 
zu gebrauchen, bis eine Dosis anzugeben ist, bei der 75 Proz. der Tiere 
bis zur Krampfgrenze reagiert haben, also mindestens 15 von 20, und man 
vor allem sicher ist, daß von den Tieren, denen eine größere Dosis ein- 
gespritzt ist, keinesfalls mehr als 25 Proz. über der Krampfgrenze 
geblieben sind [doppelte Krampfgrenze!)]. Im Anschluß an die obigen 
Hauptregeln würde es unzweckmäfßig sein, an einem Tage nun besonders 
viele Tiere zu nehmen, und sicher falsch, allen Tieren dieselbe Dosis 
einzuspritzen, sondern es ist besser, die Tiere auf verschiedene Tage 
zu verteilen, und stets Gruppen von Tieren desselben Tages ver- 
schiedene Dosen einzuspritzen, möglichst auch eine Gruppe mit 
einem bekannten Präparat, dessen Reaktion auch schon völlig be- 
kannt ist. 

Auf diese Weise kann sich nach einigen Tagen herausstellen, daß 
die Mehrzahl der Tiere an einem Tage sich auffallend verhalten hat. 
Das Recht, die Ergebnisse dieses Tages auszuschließen, ist dann nur 
aus der Zahl der übrigen untereinander übereinstimmenden Versuche 
zu gewinnen. Unter Übereinstimmung wird verstanden, daß die Er- 
gebnisse von den übrigen Tagen untereinander sich decken, ferner ein 
deutlicher Gang der Kurve zu erkennen ist in dem Sinne, daß die 


1) Siehe 1. c. und de Jongh, Biochem. Journ. 18, Nr. 5, 1924. 
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Prozentzahl der Tiere, die mit Krampfgrenze reagieren, mit der Dosis 
steigt, und daß die Gesamtzahl der die Krampfgrenzdosis eingespritzt 
erhaltenen Tiere groß genug ist; um von Prozenten zu sprechen, 
also die Zahl dieser Tiere hier sicher etwa 25 betragen muß. 

So viel über die Eichung. 

Die Kontrolle, die Nacheichung, geschieht nun am besten in folgender 
Weise. Man nimmt an zwei aufeinander folgenden Tagen je 6 Tiere, 
von denen 3 die in 1 ccm aufgelöste angebliche Krampfgrenzdosis oder 
weniger und 3 die Krampfgrenzdosis eines Standardpräparatseingespritzt 
bekommen. Der Versuch wird in der folgenden Woche, etwa nach 
8 Tagen, mit den gleichen Tieren wiederholt, nur werden jetzt die 
Präparate gewechselt, d. h. die Gruppe Tiere, die zuerst das zu eichende 
Präparat erhielt, erhält jetzt das Standardpräparat, und umgekehrt. 
Auf diese Weise schließt man die intra- und interindividuellen Unter- 
schiede, im besonderen aber auch die Tagesfaktoren, ziemlich weit- 
gehend aus. Dies Verfahren ist im Institute for Medical Research in 
Hampstead-London üblich, wie uns der Leiter, Dr. Dale, voriges Jahr 
freundlicherweise mündlich mitgeteilt hat. 

Als gleich mit dem Standardpräparat darf ein Präparat unserer 
Meinung nach gelten, wenn die Abweichungen im Mittel, nach ver- 
schiedenen Methoden bestimmt, nicht über 10 Proz. sind. 

Als Methode kommen in Betracht: 

1. Die Zahl der Tiere, die nicht bzw. die wohl die Krampfgrenze 
erreicht haben. 

2. Vergleich der mittleren Blutzucker, wobei der Blutzucker von 
Tieren, die die Krampfgrenzdosis erhielten, mit 0,30 Prom. an- 
genommen werden darf. Dagegen legen wir auf den durchschnittlichen 
Abfall, bei dem der Anfangsblutzucker in die Rechnung eintritt, keinen 
großen Wert, weil er nach unseren Erfahrungen (s. auch folgende 
Mitteilung) außerordentlich wechseln kann, und weil von seiner Höhe 
die schließliche Senkung in weiten Grenzen unabhängig ist. 

Man wird bei dieser Vergleichsmethode, wenn sie nicht sehr aus- 
gebreitet wird, nur erfahren — was für die Kontrolle genügt —, ob 
ein Präparat zu schwach oder zu stark ist. Zur quantitativen Be- 
stimmung der Stärke wird das erste Verfahren mehr in Betracht kommen. 

Die ganze Eichung und Nacheichung beruht also auf der Definition 
der „Krampfgrenzdosis‘“, die in 75 Proz. der benutzten Tiere erreicht 
werden soll, und auf dem Vergleich mit der Wirkung von Mengen eines 
Vergleichspräparats, das auch die „Krampfgrenze‘“ erreichen lassen 
soll. Ursprünglich galt ein Drittel einer Krampfgrenzdosis als Einheit, 
später wurde diese Einheit um 40 Proz. erhöht. Man konnte also sagen, 
ein Präparat enthält (in der bei den Handelspräparaten meist üblichen 
Konzentration) in Leem 20 der ursprünglichen Einheiten = 20 ein 
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Drittel Krampfgrenzdosen, wenn 3/,, ccm der Lösung bei 75 Proz. der 
benutzten Tiere die Krampfgrenze erreichen ließ. In unserem obigen 
Beispiel wäre das der Fall, wenn 2°/, x 0,3 mg = 2,0 mg in 1 ccm auf- 
gelöst sind, oder nach der 40proz. Erhöhung der Einheit, wenn 2,8 mg 
pro Kubikzentimeter aufgelöst sind. Nun ist es zweifellos ein großer 
Vorteil, wenn die Kontrolle überall in der ganzen Welt mit einem 
gleichen Präparat geschieht, einem Standardpräparat bzw. mit Pra- 
paraten, die auf dieses eingestellt sind, und wenn die Einheit definiert 
wird als ein bestimmter Teil dieses Standardpräparats. 

Dies ist in jüngster Zeit geschehen, und es ist Sache derjenigen, 
die das Standardpräparat dankenswerterweise zusammengestellt haben, 
näheres darüber mitzuteilen. Hier nur das folgende. Hauptsächlich 
ist es den Bemühungen Dales, dem schon genannten Leiter des 
National Institute for Medical Research Hampetead London ge- 
lungen, das Standardpräparat herstellen zu lassen!). Es geschah dies 
auf Wunsch einer Völkerbundkommission, zusammengetreten beim 
internationalen Physiologenkongreß in Edinburg 1923. Das Toronto- 
komité hat jetzt als „klinische Einheit“ 1/3 mg dieses Standard prä parats 
definiert. 

Nach unseren bisherigen Versuchen an Kaninchen hat Ja mg 
nach den Vorschriften, die Dale wohl selbst mitteilen wird, die 
Wirkung, daß 75 Proz. der 'Piere die Krampfgrenze erreichen. 

Die klinische Einheit, wie sie jetzt definiert ist, kommt also an- 
nähernd der ursprünglichen Krampfgrenzdosis nahe, und es enthält 
also Leem 20 solche Einheiten, wenn !/,,cem, also nicht mehr wie 
ursprünglich ®/,,ccm, bei 75 Proz. der Kaninchen diesen Effekt hervorruft. 

Statt Kaninchen könnte man theoretisch natürlich auch eine 
andere Tierart zur Eichung benutzen, z. B. Ratten; man müßte dann 
auch entsprechende Effekte vergleichen, z. B. 'lemperaturerniedrigungen. 
Würde man feststellen, daß 1/ mg des Standardpräparats z.B. bei 
75 Proz. der Tiere Temperaturherabsetzungen um 2° hervorbringt — 
leider ist diese Methode der Eichung nicht möglich, weil sie zu viele 
Unregelmäßigkeiten liefert —, so würde von dem zu prüfenden Prä- 
parat, das 20 klinische Einheiten im Kubikzentimeter enthalten soll, 
zu verlangen sein, daß */,, ccm solche Temperaturerniedrigungen um 
2° bei 75 Proz. der Ratten hervorbringt. 

Es geht also aus diesem hervor, daß es schr wünschenswert ist. 
außer der klinischen Einheit als Milligramm eines Standardpräparats 
auch noch festzulegen, auf welchem Wege die Vergleichung vor- 
zunehmen ist, denn sonst kann leicht die ganze, so dankenswerte, Be- 
mühung zur Einheitlichkeit illusorisch werden. 


1) Report of the Medical Research Couneil for the Year 1923/24. 
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Besonders ist festzulegen die Prozentzahl von Tieren, die überhaupt 
den bestimmten Effekt zeigen soll. Läßt man diese Zahl weg, so 
ergeben sich entweder die traurigen Erfahrungen an 1 oder 3 oder 5Tieren, 
die dann als wirkliche Erfahrungen gelten sollen. Andererseits 100 Proz. 
zu verlangen, würde nach unseren Erfahrungen die Gleichmäßigkeit 
der Präparate aufs schwerste gefährden. Ein Vergleich wird das deut- 
licher machen. Verlangt man z. B., daß 100 Proz., d.h. also alle zu 
benutzenden Individuen, einen bestimmten Effekt erreichen, z.B. 
Senkung des Blutzuckers unter die Krampfgrenze, oder Krämpfe oder 
tiefe Temperaturen usw., alles Erscheinungen, die im gewissen Sinne 
am Ende einer Skala liegen, deren Wahrscheinlichkeit mit der Dosis 
asymptotisch zunimmt, so ist das ungefähr dasselbe, als wenn man 
nach Bestimmung ‚‚sicher oder absolut tódlicher* Mengen eines Stoffes 
behauptet: Präparate mit absolut tödlichen Mengen sind unterein- 
ander gleichwertig. | 

Mehr als tödlich kann nichts sein, wenn aber z. B. 95 Proz. von 
Individuen bereits mit 1g und kleineren Dosen eines beliebigen Prä- 
parats gestorben sind, einige aber, besonders widerstandsfähige, erst 
mit 3 oder 10 g sterben, so ist man bei Bestimmung der absolut töd- 
lichen Dosis ganz dem Zufall ausgeliefert, ob man gerade ein besonders 
widerstandsfähiges Tier findet; ist dies der Fall, dann wird die absolut 
tödliche Menge dieses Präparats auf das Zehnfache steigen müssen. Es 
führt dies zu Konsequenzen wie etwa: eine 30 cm-Granate ist von 
gleicher Bedeutung als ein 7,5 mm-Geschoß, denn beide sind, wenn sie 
nur treffen, absolut tödlich. 

Wir haben den Eindruck, als ob der Gesichtspunkt der unvermeid- 
lichen individuellen Unterschiede, welche jede biologische Methode in 
sich trägt, nicht genug berücksichtigt wird, wenn man nicht stets neben 
dem durch physikalische Methoden zu bestimmenden Standard (Ge- 
wichtseinheiten, Stromstärken und dergleichen) angibt, auf welchen 
Effekt man einstellen soll, vor allem aber, bei einer wie großen Anzahl 
von Individuen, die unter bestimmten Bedingungen gehalten sind, 
dieser Effekt eintreten soll. Wir hoffen, daß man auch dies beim Insulin 
international regeln wird. Aussicht dazu besteht. Wie wir eben er- 
fahren, sollen diese Fragen schon im September dieses Jahres be- 
sprochen werden bei der Sitzung der internationalen Konferenz über 
biologische Standards, die von dem Health Committee des Völker- 
bundes nach Genf einberufen ist. 


Verháltnis von Dosis und Blutzuckersenkung 
(Konzentrationswirkungskurve) und Schwellenwert des Insulins. 


Von 
Ernst Laqueur und S. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitát Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer Monographie über Insulin hat der eine von uns!) aus- 
einandergesetzt, daß die Frage nach der Konzentrationswirkungs- 
kurve eines Stoffes ohne weitere Ergänzung sinnlos ist. Es besteht 
nicht allgemein eine Beziehung zwischen Dosis und Wirkung, sondern 
nur eine bestimmte Beziehung zwischen Dosis und dem Grade einer 
bestimmten Wirkungsart; ja, noch mehr einschränkend, auch nur 
bei einer bestimmten Art der Zuführung der Dosis und bei einer be- 
stimmten Tierart. Um nur beim Insulin zu bleiben, sieht man ohne 
weiteres, daß ganz verschiedene Beziehungen bestehen müssen, wenn 
man den Insulineffekt bestimmt durch die Menge Glucose, die bei 
einem Diabetiker nach Insulingabe nicht in den Harn übergeht, 
oder wenn man die Wirkung mißt nach der Größe der Blutzucker- 
senkung. 

Im ersten Falle wird man eine lineare Beziehung in gewissen 
Grenzen für wahrscheinlich halten, z. B. für eine Einheit Insulin können 
etwa 2g KH verwertet werden, für 2 Einheiten etwa Ap usw.: im 
zweiten Falle wird aber niemand annehmen, daß, wenn 10 Einheiten 
eine Blutzuckersenkung von 1,00 Prom. bis auf 0,50 Prom. hervor- 
bringen, 20 Einheiten nun den Blutzucker auf 0,0 werden schwinden 
lassen. Ohne nun auf die Literatur und die Theorie weiter einzugehen, 
wollen wir, unter Verweisung auf die genannte Monographie, hier nur 
unsere eigenen tatsächlichen Feststellungen wiedergeben. 

Wir haben uns nur mit der Abhängigkeit der Senkung des Blut- 
zuckers von der Menge des Insulins bei subkutaner Einspritzung be- 
schäftigt. 

1) Grevenstuk und Laqueur, Verlag Bergmann, 1925 und Ergebn. f. 
Physiol, 23. 
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Aber auch diese so einfach klingende Frage ist noch komplex, 
denn man kann verfolgen: 

1. nur den Grad der Senkung; 

2. den zeitlichen Verlauf. 

Diese zweite Aufgabe wáre auch wieder zu trennen in drei Teile: 

a) wann beginnt die Senkung ? 

b) mit welcher Geschwindigkeit verläuft sie bis zum Minimum 
(Steilheit) ? 

c) wie lange hält sie an (Breite)? 

Es ist deutlich, namentlich in Kenntnis der vorhergehenden 
Mitteilung!), worin die Größe der intra- und inter-individuellen Ab- 
weichungen Insulin gegenüber beschrieben ist, daß jede dieser Frage- 
stellungen eine sehr große Menge von Versuchen verlangt. Wir haben 
uns darum nur auf die erste Frage beschränkt: Welche Abhängigkeit 
besteht zwischen tiefster Senkung des Blutzuckerspiegels bei subkutan 
‚eingespritzten Insulinmengen beim Kaninchen, bei Bestimmung nach 
2 und 4 Stunden nach der Insulininjektion. Ohne weiteres ergibt sich 
dann auch — schon allein um den Nullpunkt festzulegen —, daß auch 
die Dosen zu bestimmen sind, die keine Wirkung hervorrufen; mit 
anderen Worten: auch der Schwellenwert ist zu bestimmen. 

Wir berichten im folgenden über etwa 360 Versuche an etwa 
140 Tieren. l 

Nach der oben zitierten !) Mitteilung über die individuellen Unter- 
schiede ist es ganz selbstverständlich, daß wir nur von einem Mittel 
aus verschiedenen Versuchen teils an denselben Tieren an verschiedenen 
Tagen, teils an verschiedenen Tieren an gleichen Tagen etwas für 
unsere Frage erwarten dürfen. 

Wir gingen darum für den Bereich der Kurve, der uns am meisten 
interessiert, d. h. wo die Senkung des Blutzuckers sehr deutlich ist und 
annähernd maximal wird, in folgender Weise vor. 

Es wurden zwei Reihen (A und B) von je fünf Gruppen (a,b, c,d, e) Ka- 
ninchen gewählt, jede Gruppe bestehend aus drei Tieren, also 2 x 15 Tiere. 
Jedem Tiere der fünf Gruppen wurde je einmal im Abstand von 1 Woche 
dasselbe, sehr gut standardisierte Präparat, und zwar ?*/,, 1, 1%, 2, 
21, Einheiten eingespritzt?), den fünf Gruppen der Reihe A immer 
im Anfang, denen der Reihe B in der Mitte der Woche. In der 


1) Diese Zeitschr. 163, 308 ff., 1925. 

2) Unter Einheit ist wiederum verstanden: ein Drittel der Menge 
Insulin, die bei 75 Proz. der benutzten Kaninchen (2kg schwer, ungefähr 
4 Stunden hungernd) die „Krampfgrenze‘“ erreichen läßt, d. h. daß der 
Blutzucker auf + 0,45 mg pro Kubikzentimeter oder darunter sinkt, 
bzw. daß Krämpfe auftreten. 
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ersten Woche erhielt dann Gruppe a 2, b 11%,, c 1, d 1%, e 21; Einheiten. 
In der folgenden Woche a 14, b 1, c ls, d 21, e 2 usw. Auf diese 
Weise erhielten wir unserer Meinung nach eine möglichst gute Mengung 
hinsichtlich der individuellen wie der Tagesfaktoren, ferner der Ein- 
flüsse, welche die Zahl der Einspritzungen, die Reihenfolge der Dosierung 
der Einspritzung und dergleichen ausüben können. 


Das Gewicht der Tiere hat sich im Laufe der Versuchsperiode — 
gerade 4 Wochen, die besonders günstig für alle unsere Kaninchen 
waren — nur wenig geändert. (Bei 19 Tieren war es innerhalb 3 Proz. 
konstant, bei 7 innerhalb 7 Proz., bei einem kam Abnahme bis 10 Proz. 
und bei einem Zunahme von 14 Proz. vor.) 


Wir geben das Wesentliche der Versuche in einer Übersichtstabelle. 


Für jeden Versuch ist ferner nur der Anfangsblutzucker und der 
tiefste Wert angegeben, der bei zweimaliger Bestimmung innerhalb 
4 Stunden erreicht wurde; meist ist es der Wert, welcher nach 2 Stunden 
bestimmt wurde, da nach 4 Stunden schon wieder eine Steigerung 
vorlag, in sehr vielen Fällen sogar bereits das Niveau des Anfangs 
erreicht war. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen in der 
Modifikation von Dresel und Rothmann bestimmt. Die Genauigkeit 
der Doppelbestimmung war 0,05 mg pro Kubikzentimeter. 

Unter der Überschrift Injektion ist angegeben, bei der wievielten 
von den fünf Injektionen der betreffenden Gruppe die angegebene 
Menge eingespritzt wurde. Kr. bedeutet Eintritt von Krämpfen. 
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Es ist schwer, ohne weiteres aus dieser Zahlenmenge Schlüsse zu 
ziehen. Dadurch, daß zwei Tiere während des Versuchs starben, sind 
zwei Gruppen unvollständig. Nehmen wir das Mittel aller tiefsten 
Blutzucker, wobei wir in den Fällen, wo Krämpfe auftreten, auf Grund 
unserer vielen Erfahrungen einen Blutzucker von 0,30 Prom. ein- 
setzen, und berücksichtigen wir dabei auch den mittleren Anfangs- 
blutzucker, um den gesamten Abfall kennenzulernen, so ergibt sich 
Tabelle II. 


























Tabelle II. 
Einheiten: | a. | 2 0 "ne | SEET 
mg/Proz. mg/Proz. mg/Proz. mg/Proz. a mg/Proz. 
Anfangsblutzucker . . . | 1,26 | 120 | 1,15 | 1,24 | 1,19 
Tiefster Wert `... . 051 | 057 0,59 069 . 0,73 
A de. A e 20% (075 | 0,63 0,56 0,55 0,46) 


Wir haben an anderer Stelle auseinandergesetzt, daß es. uns nicht 
richtig erscheint, auf den Abfall besonderen Wert zu legen, denn der 
Anfangsblutzucker schwankt sehr stark. In den hier vorliegenden 
144 Versuchen ist er noch relativ konstant, obwohl auch bei demselben 
Tiere Schwankungen von 0,88 bis 1,55 vorkommen (Nr. 129) oder 
0,92 bis 1,74 (Nr. 59). 

Bei einer noch größeren Zahl von Versuchen sieht man aber, daß 
die Schwankungen noch viel größer sein können. So haben wir bei 
135 anderen Tieren, die alle 23 Stunden gefastet hatten, gesehen, daß 
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der mittlere Wert 1,38 war, aber Schwankungen vorkamen von 0,40 
bis auf 5,25. Die Extreme allerdings sind Ausnahmen. Vor allem sind 
die hohen Werte äußerst selten, es ist nur einmal ein Wert über 4,00 
vorgekommen, sechsmal über 3,00, 15 Werte waren über 2,00, 57 über 
1,80, also im ganzen lagen 90 Proz. unter 1,80 Prom. 

Aber jedenfalls gibt der tiefste Blutzuckergehalt, dessen absoluter 
Wert, wie wir uns außerordentlich oft überzeugen konnten, von dem 
Anfangsblutzucker weitgehend unabhängig ist, ein besseres Maß für 
die Wirkung einer Dosis, und darum haben wir auch hier nur diesen 
tiefsten Wert im wesentlichen betrachtet. 

Aus der Zusammenstellung in Tabelle II ergibt sich also deutlich 
ein Gang der Kurve; die Kurve ist aber recht flach. Der größte Abfall 
liegt also bei noch kleineren Dosen als wir sie bisher betrachtet haben. 

Die Abhängigkeit der Wirkung von der Dosis können wir auch 
noch in anderer Weise, die mehr an die bei der Eichung auseinander- 
gesetzte Methode erinnert, bestimmen; wir fragen einfach, wieviel 
Prozent der Tiere unterschreitet die ,Krampfgrenze”, worunter also 
verstanden wird, daß der Blutzuckerwert unter 0,50 Prom. — diese 
Zahl selbst nicht mitgerechnet — gesunken ist bzw. Krämpfe auf- 
getreten sind. Wir erhalten das folgende: 

bei 2% 2 IN 1 Einheiten erreichen von 
den Tieren die Krampf- 
grenze . . 2.2... 48 41 32 23 21 Proz. 


Auch hier sei betont, daß es durchaus nötig ist, eine recht große 
Zahl von Versuchen anzustellen, wenn man über irgendwelche Eugen. 
schaften von Insulin, so also in unserem Falle über Verhalten von Insulin- 
dosis und -wirkung etwas aussagen will. Hätten wir z. B. nur halb soviel 
Versuche gemacht und nur 15 Tiere gleichmäßig behandelt, so könnte 
man schließen, daß zwischen Dosen von 1 und 4, Einheit z.B. 
gar kein Unterschied ist. Die Zusammenstellung der tiefsten Blut- 
zucker bei jeder der Reihen getrennt, ergibt nämlich folgendes: 
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Einheiten : 2, de 2 1 | la 
mg Proz. | mg/Proz. mg Proz. mgiProz. mg Proz. j 
Reihe A. 4% un... 0,517 0,602 0,594 | 0,754 0,743 
ReiheB........ 0,503 | 0,547 | 0,592 | 0,620 0711 


Und zu welchen Absurditäten es führt, Schlußfolgerungen aus 
einzelnen Versuchen zu ziehen, dafür einzelne Beispiele, die sich am 
besten durch Kurven wiedergeben lassen. Aus Nr. 129 würde z.B. 
zu schließen sein, daß die Blutzuckersenkung geringer ist, je größer 
die Dose. Kaninchen Nr. 25 könnte als ein Beispiel gelten, wo ein 
Minimum bei einer bestimmten Dosis vorliegt. Kaninchen Nr. 59 
und 51 sind Beispiele für ein völlig regelloses Verhalten. 
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Tatsáchlich zcigen nur ganz wenige Versuche, hóchstens 4 von 
den 29, ein Verhalten, wie es mit dem Mittel aller übereinstimmt, 
nämlich einen deutlichen Gang. am besten noch Nr. 50 und 199. 






0 05 30 15 20 25 0 05 10 75 20 25 0 05 30 15 ¿0 25 


Nr. 51. Nr. 50 Nr. 199, 
Abb. 1 
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Aus diesen Kurven geht besser als aus vielen Zahlen die Be- 
reehtigung unseres oft behaupteten Schlusses hervor: nur eine größere 
Zahl von Tieren kann irgendwelche Ergebnisse auf dem Insulingebtel 
liefern. 

Es ist noch zu erörtern, ob auch in den hier besprochenen Ver- 
suchen sich Tage mit besonders ‚starker‘ oder mit besonders 
„schwacher“ Reaktionsfähigkeit geltend machen. Da an jedem der 
zehn Versuchstage 15 Tieren das gleiche Präparat eingespritzt wurde, 
das stets auf die verschiedenen Individuen wohl verschieden verteilt, 
im ganzen aber in gleicher Menge angewandt wurde, so können wir sehen, 
ob die Gesamtwirkung gleich ist. Die Gesamtwirkung ist wieder am 
bequemsten durch die Angabe auszudrücken, wieviel von den 15 Tieren 
an jedem der zehn Versuchstage die Krampferenze erreicht haben. In 

Biochemische Zeitschrift Band 163. 93 
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der Reihe A ist dies der Fall bei der ersten Injektion in 27 Proz., der 
zweiten in 27 Proz., der dritten in 27 Proz., der vierten in 33 Proz. und 
der fünften in 27 Proz. In der Reihe B erreichten die Krampfgrenze 
bei der ersten Injektion 57 Proz., bei der zweiten 21 Proz., der dritten 
50 Proz., der vierten 29 Proz. und der fünften 50 Proz. Bei Reihe A 
machen sich also gar keine Unterschiede bemerkbar, bei der ReiheB 
dagegen ziemlich erhebliche. Dreimal haben dabei die Tiere relativ 
stark, zweimal recht schwach reagiert. Hätten die Tiere eine für das 
einzelne Individuum charakteristische Empfindlichkeit, so könnten 
diese Unterschiede daran liegen, daß an den ‚starken‘ Tagen die 
empfindlichen Tiere gerade mit den niedrigen Dosen an der Reihe 
waren, wo sie dann stark reagiert haben, und daß an den ‚schwachen‘ 
Tagen die unempfindlichen Tiere gerade mit den hohen Dosen relativ 
„schwach‘“ geantwortet haben. Davon ist aber nichts festzustellen. 
An dem „stärksten“ Tage, nämlich bei der ersten Injektion der Reihe B, 
war Gruppe d mit der niedrigsten Dose an der Reihe, und damit haben 
zwei Tiere ‚stark‘ reagiert; am schwächsten" Tage der zweiten 
Injektion war die Gruppe d mit der höchsten Dose an der Reihe 
und hat damit sehr ‚schwach‘ geantwortet, nämlich alle drei 
Tiere waren negativ, haben also nichts von besonderer Empfind- 
lichkeit gezeigt. 

Bei der Gruppe e dagegen hat man wirklich den Eindruck, als ob 
diese drei Tiere etwas weniger empfindlich wären, indem nur zwei mit 
der größten Dosis die Krampfgrenze erreichen, aber in allen anderen 
Fällen auch darunter bleiben. Indessen ist dieser Befund doch so ver- 
einzelt, verglichen mit allen anderen, auch den in der ersten Mitteilung 
in diesem Hefte besprochenen, daß wir darauf keinen Wert legen dürfen. 
Ob sich diese starken" Tage klimatisch von den „schwachen“ unter- 
schieden haben, davon wollen wir bei einer späteren Gelegenheit 
sprechen. 

Wir können die bisher gewonnenen Kurven nach beiden Seiten 
ergänzen, sowohl nach der Seite der kleineren wie der stärkeren 
Dosen. 

Wir sprachen von der Flachheit der Kurven im Bereich von 1 
bis 21/, Einheiten, dadurch entstanden, daß schon bei ?/, ein ziemlich 
tiefer Blutzucker vorliegt; der starke Fall ist also augenscheinlich 
durch noch kleinere Dosen als 1/, Einheit hervorgerufen. Für die 
kleineren Dosen, kleiner als 1% Einheit, haben wir 60 verschiedene 
Tiere zu 70 Versuchen benutzt, ungerechnet die Versuche, die wm 
nicht mitzählen, weil sie eine Fehlerquelle enthalten. Als eine solche 
Fehlerquelle hat sich nämlich die schwache Salzsäure herausgestellt. 
in der gewöhnlich das Insulin gelöst wird. Wie besondere Versucht, 
die Kollege Grevenstuk in unserem Laboratorium angestellt hatte, 
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zeigten, gibt Leem n/100 HCl subkutan bereits in verschiedenen 
Fällen Blutzuckersenkungen .von 0,10 mg pro Kubikzentimeter und 
mehr, während manchmal auch wieder 2ccm keinen Einfluß haben. 


Z. B. nach subkutaner Injektion von 2 ccm n/100 HClI-Blutzucker in Prom.: 





0 Min. | 20 Min. | 4Min. | 1Std. | 2 Stan. | 3 Stan. | 4 Stdn. 











I0 , 126 Lë | 128 | 12% | 122 | 131 


nach Injektion von Leem. 


0 Min. ` | 2 Stdn. i | 4 Stdn. 8 
106 op | 09% 
1,09 086 . 121 
1.01 | 064 058 
18 07 | 109 


Wir haben darum nur die Versuche berücksichtigt, bei denen die 
kleineren Insulindosen in physiologischer Kochsalzlösung aufgelöst 
waren, und haben auch noch nachgesehen, wieweit die physiologische 
Kochsalzlösung selbst einen Einfluß auf den Blutzucker ausübt. 


An Stelle aller Originalzahlen geben wir die Mittel sowohl für 
die Anfangsblutzucker wie für die tiefsten Senkungen innerhalb 
4 Stunden. Bei diesen Versuchen war stets schon nach 2 Stunden der 
tiefste Wert erreicht. Um auch hier den Tagesfaktor auszuschalten, 
wurden die Versuche über verschiedene Tage während einiger Wochen 
verteilt, an jedem Tage wurden aber alle vier Dosierungen benutzt, 
nämlich 0,1, 0,2, 0,3 und 0,4 Einheiten. Später wurde gesondert bei 
18 Tieren über einige Tage verteilt 0,05 Einheiten gegeben, mit 
17 Kontrollversuchen (physikalische Kochsalzlösung ohne Insulin). 

Die Zahlen sind also stets das Mittel aus 11 bis 18 verschiedenen 
Versuchen, bei den tiefsten Werten haben wir die beiden Grenzen in 
Klammern zugefügt. 
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Anfang . 1,19 1,13 | 1,12 


; 1,12 1,15 

Tietste . 1,00 | 1.01 | 0,88 | 0,50 *) 0,79 
; (1,15—0,69) (1,16—0,64) (1,05—0,61) ; (1,09—0,52) | (1,11—0,47) 

Abfall. . i ‚19 | 0,12 0,24 | 0,32 0,36 


*) Einen Wert 0,22 hı den wir hier weggelassen, der völlig aus der Rcibe fiel, und zwar war 
er bei einem der leichtesten Tiere, die benutzt waren, einem Tier von 1680 g aufgetreten. Wir 
tun dies mehr auf Grund von Behauptungen anderer, als wegen unserer eigenen Erfahrungen, bei 
denen sich keineswegs regelmäßig die größere Empfindlichkeit der leichteren Tiere herausgestellt hat 


Die Krampfgrenze wurde also mit Dosen unter 0,5 Einheiten nur 
einmal, und zwar mit 0,4 Einheiten erreicht, vielleicht noch ein zweites 
Mal mit 0,3 Einheiten. 
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Mit physiologischer NaCl-Lösung allein bekommen wir bei 17 Tieren 
bei einem mittleren Anfangsblutzucker von 1,09 nach 2 Stunden im 
Mittel 1,01 (wobei ein Wert von 0,60 das ganze Mittel drückt). 

Wir sehen aus den letztgenannten Bestimmungen, daß wir, wie 
gesagt, mit unseren Methoden am Kaninchen nichts aussagen können. 
wenn sich die Differenzen vom Anfangsblutzucker um 0,10 mg pro Kubik- 
zentimeter bewegen, oder, wenn die tiefsten Punkte um 1,00 liegen. 

Nach unserer Definition des Schwellenwertes als derjenigen Menge. 
die keine deutliche Abweichung vom normalen Zuckergebalt hervorruft. 
wäre der Schwellenwert für das Kaninchen erst erreicht, wenn der 
Zuckergehalt um 0,12 mg pro Kubikzentimeter geändert wird. Der 
Schwellenwert würde danach > 0,1 und < 0,2 Einheiten betragen. 

Um die Konzentrationswirkungskurve in möglichst weitem Ausmaß 
kennenzulernen, also auch für höhere Dosen als 2,5 Einheiten, können 
wir auf Grund von mehr als 100 Versuchen mit demselben Präparat. 
das zu den anderen Versuchen benutzt wurde, noch kurz das folgende 
anführen. 

Aus 32 Versuchen mit 3 Einheiten ergab sich als Mittel 0,39. 

Aus 122 Versuchen mit 4,5 Einheiten als Mittel cin höherer Wert, 
nämlich 0,41. 

Aus all dem Gegebenen zusammen würden wir also die folgende 
Kurve erhalten, wobei die neben den Kurvenpunkten stehenden Zahlen 
angebeu, aus wieviel Bestimmungen der entsprechende Punkt ge- 
funden wurde. 

















—» Enheten 


Abb. 3. 


Mözen nun auch im einzelnen die Punkte etwas anders liegen, der 
Hauptgang ist wohl sicher, daß auch mit großen Dosen der Blutzucker 
nicht mit Sicherheit weit unter 0,40 Proz. zu unterschreiten ist, und 
andererseits das steilste Stück der Kurve zwischen 0,1 und 0,2 Ein- 
heiten liegt. 

Vielleicht ist auf Grund der mitgeteilten Tatsachen über die 
Konzentrationswirkungskurve möglich, ein Eichungsverfahren aus- 
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zuarbeiten, wobei auch durch intravenöse Zufuhr der Fehler der ver- 
schiedenen Resorption aufgehoben ist und man auf andere Punkte 
einstellt als auf die , Krampfgrenze* (etwa 0,45 Prom.). 

Bereits voriges Jahr haben wir durch den Besuch von Kollegen 
Grevenstuk von unserem Laboratorium im National Institute for Medical 
Research Hampstead-London, wie wir in der vorhergehenden Arbeit 
und schon früher in unserer Monographie mitgeteilt haben, die Grund- 
sätze der dort üblichen Methode der Eichung kennengelernt. Sie beruht, 
wie bereits ausgeführt, auf dem Prinzip der Vergleichung mit einem 
Standardpräparat, einem Verfahren, wie es uns besonders für die Nach- 
eichung auch geeignet erscheint. 

Bei dieser Art des Vorgehens haben die englischen Forscher auch 
darauf hingewiesen, daß sie mit Dosen arbeiten, die von den 
„Krampfgrenzdosen‘“ etwas abliegen, da Auftreten von Krämpfen ja 
ihren Vergleich stört. 

In jüngster Zeit ergänzte dies Dale noch dahin, daß sein Mit- 
arbeiter Marks mit Dosen arbeitet, die nur einen solchen Blutzucker- 
abfall geben, daß sie gestatten, möglichst auf ‚‚dem steilen Stück der 
Kurve“ zu arbeiten. Nur aus äußeren Gründen soll die vollständige 
Mitteilung des bereits ausgearbeiteten Verfahrens später erfolgen. — 

Als Anhang wollen wir noch einige Versuche zur Feststellung des 
Schwellenwertes des Insulins am gesunden (nüchternen) Menschen an- 
führen, wobej wieder nur die Wirkung auf den Blutzucker bestimmt 
wurde. Es ist selbstverständlich, daß man nur am nüchternen Menschen 
arbeiten darf, weil der Blutzucker von der Nahrungszufuhr beein- 
flußt wird. 

Unsere neun Versuchspersonen, 22 bis 44 Jahre alt, waren gesunde 
und kräftige Menschen (zwei weibliche). Sie hatten vor der ersten 
Blutabnahme, ungefähr 9 Uhr morgens (14 bis 16 Stunden), nichts 
gegessen und blieben auch bis zur Beendigung des Versuches nüchtern. 

Die Versuche fanden an verschiedenen Tagen durch eine halbe oder 
mehr Wochen getrennt statt. Der Zucker wurde nach Hagedorn und 
Jensen in ungefähr 0,10 cem Blut, auf Filtrierpapier aufgefangen, be- 
stimmt, und zwar stets Doppelbestimmungen. Ihre Mittel sind in der 
folgenden Tabelle wiedergegeben. 














Tabelle. 
Versuchss | Injektion | 1 3g Sé 
person Anfang e bester | Nach 2 Stdn. | Schwellenwert 
A 0.96 l | 1,02 
| 0,83 2 0.76 
li 0,85 2,5 0,75 
| “> Lo: 2-1 
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i 
kai | Anfang | ne on. Nach 2 Stdn. | Schwellenwert 
B ` 0,79 l | 0,77 
| 0,90 l | 0,89 
| | > 1 
C | 1,16 | 2 | 0,79 
| 0,86 | ] | 0,84 
| 0,94 ] 0,84 
| | — 1 
D | 0,89 2 0,82 
| 0,80 1 | 0,65 *) 
< 1 
E | 0,87 2 0,89 
| 0,92 1 0,84 
| 0,80 l 0,73 
0,96 | l 0,89 
| 0.95 | 1, 0,90 
| = | 
F | 0,76 | 2 0,86 
0,95 | 2 0,84 
0,76 | 2 0,86 
kg 
G 0,91 | ] | 0,79 
| 082 1 085 
| 1,06 | 2 0,92 
0,80 1 0,76 
0,90 1 0,89 
> 1<2 
H 1,02 l | 0,89 
0,85 | 175 0,82 
0,90 | 1 0,70 
0,97 1 0,82 
S 1 a SQ l 
I 0,83 ] | 0,86 
| 0,94 | 0,73 ? 1 


*) Dies ist der einzige Fall, wobei leichte subjektive Erscheinungen wahrgenommen wurden. 


Als Schwellenwert für den Menschen dürfen wir bei der Genauigkeit 
der Hagedorn-Jensenschen Methode die kleinste Menge Insulin bezeichnen. 
welche den Blutzucker (Mittelwert von zwei Bestimmungen) um 
wenigstens 0,06 mg pro Kubikzentimeter (und wohl um mehr als 
0,15 mg) sinken läßt. 


Die Tatsache, daß man bei jeder Versuchsperson eine Menge 
Insulin finden kann, die keinen Einfluß auf den Blutzucker ausübt 
(wobei wir die kleinen Erhöhungen und auch Erniedrigungen innerhalb 
0,06 mg pro Kubikzentimeter vernachlässigen), ist Beweis genug, dab 
an und für sich das Nüchternbleiben den Blutzucker bei den ver- 
schiedenen Versuchspersonen nicht senkt. Wir haben dies auch zum 
Überfluß noch an einigen Personen ad hoc festgestellt. Fernere Versuche 
mit Einspritzungen indifferenter Lösungen erübrigten sich danach 
ohne weiteres. 
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Hinsichtlich des Schwellenwertes kann man aus der Tabelle 
folgendes ersehen. 


1. Bei allen neun Personen läßt sich ein solcher feststellen. 

2. Er ist bei derselben Person nicht konstant, siehe z. B. Versuchs- 
person D, die einmal mit 2 Einheiten gar nicht und dann mit 1 
Einheit sehr deutlich reagierte, wobei, wie gesagt, auch subjektive 
Erscheinungen angegeben wurden. 


3. Auch zwischen den Personen sind deutliche Unterschiede, die 
nach den wenigen Versuchen 400 Proz. betragen können. 


4. Der Schwellenwert ist im allgemeinen niedrig, verglichen mit 
den Erfahrungen an Kaninchen; auf gleiches Gewicht bezogen, wären 
bei den Menschen, die zwischen 60 und 80 kg gewogen haben, 3 bis 4 
und mehr Einheiten zu erwarten, während der Schwellenwert fast stets 
unter 2, ja unter 1 Einheit lag. 


5. Eine Erfahrung, die eigentlich nichts mehr mit dem Schwellen- 
wert zu tun hat, aber doch der Beachtung wert ist, daß der ‚‚Nüchtern- 
wert“ bei gesunden Personen, auch bei demselben Individuum, keineswegs . 
konstant ist (Schwankungen von 1,16 bis 0,79), geschweige, daß eine 
Konstanz zwischen verschiedenen Individuen vorläge. 

Es wäre recht interessant, wenn an Diabetikern solche Schwellen- 
wertbestimmungen vorgenommen würden. Wenn auch keineswegs 
gesagt ist, daß die Unterschiede in dem Schwellenwert sich auch bei 
der therapeutischen Wirksamkeit zurückfinden, so wäre doch immerhin 
möglich, daß auch die Patienten, die einen höheren Schwellenwert 
haben, mit relativ großen Dosen erst dazu zu bringen sind, gleich viel 
KH nutzbringend zu verwerten wie andere Personen, die einen 
niedrigeren Schwellenwert haben. 

Sicher darf man annehmen, daß der Schwellenwert bei Diabetikern 
höher liegt als bei Gesunden. Wenn dann auch die Differenzen relativ 
die gleichen sind wie bei Gesunden, d.h. an 400 Proz. betragen, so 
würde das z. B. heißen, daß der eine Kranke die erste bemerkbare 
Blutzuckersenkung bei 5 Einheiten, der andere aber erst bei 20 Ein- 
heiten erhält. 


Zusammenfassung. 


Es wird auseinandergesetzt, daß es sinnlos ist, von einer Konzen- 
trationswirkungskurve des Insulins zu sprechen, sondern daß dies nur 
Bedeutung hat, wenn man genau definiert, welche bestimmte 
Wirkungen man in Abhängigkeit von der Konzentration bringen will. 

Auch wenn man nur die Wirkung auf den Blutzucker ins Auge 
faBt, ist diese noch näher einzuschränken, ob man nämlich die zeit- 
lichen Verhältnisse berücksichtigt (Beginn der Senkung, wann erreicht 
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diese den tiefsten Punkt, Dauer der Senkung), oder ob man nur die 
maximale Wirkung verfolgt (erkennbar am Minimum des Blutzuckers). 

Es wurde in der vorliegenden Arbeit nur der Einfluß der Dosen auf 
das Minimum, das der Blutzucker innerhalb von 4 Stunden nach der 
Injektion durchläuft, verfolgt. 

Aus 144 Versuchen mit */,, 1, Dis, 2 und 21/, Einheiten (ursprüng- 
licher Größe) an denselben 29 Tieren, wobei individuelle Tagesfaktoren, 
Dosen usw. möglichst variiert wurden, ergibt sich ein sehr flacher Gang 
der Kurve. Die großen intra- und inter-individuellen Unterschiede sind 
hierbei auch wieder sehr deutlich (s. frühere Mitteilung), so daß ver- 
schiedene einzelne Fälle ein völliges Gegenteil der Kurve zeigen können, 
d.h. je größer die Dose, desto geringer die Blutzuckersenkung. 

Die Kurve wird nach der Seite der kleinen wie großen Dosen durch 
Versuche an anderen Kaninchen ergänzt, woraus unter anderem folgt, daß 
der Schwellenwert für das Kaninchen bei etwa !/, „Einheiten >1/ <* 1) 
liegt, und der steilste Abfall auch zwischen ?/,, bis ?/1ọ Einheiten erfolgt. 
Die Versuche mit kleineren Dosen unter 1/, Einheit haben nur Sinn, 
wenn Insulin in physiologischer Kochsalzlösung eingespritzt wird, da 
die üblichen n/100 HCl als Lösungsflüssigkeit für Insulin selbst eine 
Blutzuckersenkung hervorbringen kann. 

Größere Dosen als 21/, Einheiten, nämlich 3 und 4*/, Einheiten, 
lassen die Kurve noch weiter sinken, doch bekommt man im Durch 
schnitt bei 154 Versuchen keine größere Senkung als bis auf 0,40 mg 
pro Kubikzentimeter. 

Anhangsweise wird der Schwellenwert für den gesunden, nüchternen 
Menschen an neun Versuchspersonen bestimmt. Er ist definiert als 
die kleinste Dosis, welche bei Doppelbestimmungen (nach Hagedorn- 
Jensen) eine Senkung innerhalb 2 Stunden von 0,06 bis 0,15 mg pro 
Kubikzentimeter hervorbringt. Es ergibt sich: 

1. Bei allen neun Personen ist ein Schwellenwert festzustellen. 

2. Bei derselben Person ist er nicht konstant. 

3. Die Unterschiede bei verschiedenen Personen können bis 
400 Proz. betragen. 

4. Der Schwellenwert ist relativ niedriger als beim Kaninchen. 

5. Der ‚„Nüchternwert‘“ des Blutzuckers von gesunden Menschen 
ist auch bei demselben Individuum großen Schwankungen unterworfen. 

Untersuchungen an Diabetikern werden als zweckmäßig emp- 
fohlen und hingewiesen, daß allein die Verschiedenheit der Schwellen- 
werte die quantitativ sehr verschiedenen Wirkungen desselben Práparats 
an verschiedenen Diabetikern zur Folge haben kann. 


| 
| 
| 
| 


Über den Einfluß von Kohlenhydraten, Fetten und Eiweiß 
auf die Empfindlichkeit gegen Insulin. 


Von 
A. Grevenstuk, S. E. de Jongh und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitát Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung dieses Bandes haben wir an 
Kaninchen nachgewiesen, daß ein bestimmtes Individuum keineswegs 
eine konstante Empfindlichkeit gegen Insulin besitzt, sondern daß diese 
in ziemlich weiten Grenzen wechseln kann, so daß man stets auf 
eine größere Zahl von Tieren für jede Untersuchung angewiesen ist. 
Dies stand im Gegensatz zu Angaben von Stross und Wiechowskt!), die 
gerade eine sehr große Konstanz behauptet haben, die selbst beı 
sehr verschiedenen Ernährungsverhältnissen bestehen soll. Uns 
interessierten darum die Mitteilungen von Abderhalden und Wert- 
heimer?) außerordentlich, die bei Ratten (im Gegensatz zu Er- 
fahrungen von Stross und Wiechowski an Kaninchen) eine starke 
Abhängigkeit der Empfindlichkeit von Tieren von der Ernährung ge- 
funden hatten und dies später?) auch noch für Kaninchen erwiesen. 
Wir haben stets hiermit gerechnet und z. B. in der Monographie über 
Insulin®) ausdrücklich betont, daß man Eichungstiere unter gleichen 
Ernährungsbedingungen halten muß. Das Überraschende der Unter- 
suchungen von Abderhalden und Wertheimer ist — und dies war für 
diese Autoren auch das Wesentliche ihrer ersten Mitteilung —, daß 
gerade die mit KH besonders reich gefütterten Tiere sehr stark auf 
Insulin reagierten, viel stärker als KH-frei ernährte Ratten. 

Das Ergebnis war so überraschend, weil man — vielleicht letzten 
Endes ohne genauere physiologisch-chemische Gründe — dachte, die 
KH-reich gefütterten Tiere müßten noch besser als eiweiß- oder fettreich 





1) Klin. Wochenschr. 1924, S. 813; Verh. d. Deutsch. Ges. f. inn. Med. 
Kissingen. S. 129. München 1924. 

"1 Pflügers Arch. 203, 439, 1924; ebendaselbst 205, 547, 1924. 

3) Ebendaselbst 205, 559, 1924. 

t) Ergebr. d. Physiol. 23, 1925; Insulin, seine Darstellung usw. 
Mürchen 1925. 
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gefütterte Tiere ihre K H-Depots füllen können und so einer Herab- 
setzung des Blutzuckers besser Widerstand leisten. 

Da uns, wie gesagt, die Frage besonders interessierte und die An- 
gaben von Abderhalden und Wertheimer zunächst keine sehr ausführ- 
` lichen waren, wiederholten wir die Experiment? und erweiterten sie in 
bestimmter Richtung, um so auch einer von diesen Autoren in einer 
folgenden Mitteilung!) vermuteten Erklärung näherzukommen. Um 
einen wesentlichen Punkt vorwegzunehmen, die Befunde von Abderhalden 
und Wertheimer konnten wir durchaus bestätigen. 

Nach verschiedenen Vorversuchen nahmen wir den Temperatur- 
abfall als Maß der Insulinwirkung ebenso, wie es diese Autoren getan, 
zumal von ihnen in der späteren Mitteilung gezeigt wurde, daß sich auch 
der Blutzucker und Gaswechsel entsprechend dem verschiedenen Ver- 
halten der Temperatur verschieden bei den Tieren mit verschiedener 


Ernährung verhält. 


Einer Gruppe erwachsener Ratten wurde täglich kohlenhydratreiches 
Futter gegeben, eine andere Gruppe bekam eine eiweißreiche Ernährung, 
eine dritte eine fettreiche. Die verschiedenen Diätformen hatten gleichen 
kalorischen Wert (s. später). Vor jedem Versuch hungerten die Tiere 
24 Stunden. Am Versuchstage wurde morgens die Rektaltemperatur 
bestimmt und Insulin (gelöst in n/100 HCl) subkutan eingespritzt, in den 
meisten Fällen in der Weise, daß jede Ratte pro 100 g Tier 0,8 einer (ur- 
sprünglichen) Einheit?) bekam. Die Lösung enthielt 1 Einheit im Kubik- 
zentimeter; also wurden pro 100g Ratte 0,8ccm n/100 HCl eingespritzt. 
Wir benutzten ebenso wie Abderhalden und Wertheimer Insulin neerlandicum 
von Organon: Wie bereits gesagt, wurde die Insulinwirkung aus der Tem- 
peratursenkung der Tiere festgestellt, die so lange wie nötig jede Stunde 
bestimmt wurde. Außerdem achteten wir auf Krämpfe. Blutzucker- 
bestimmungen, wie man sie bei Kaninchen zur Feststellung einer Insulin- 
wirkung macht, sind, wenigstens serienweise, bei der Ratte nicht möglich. 

Als Beispiel geben wir zwei ausführliche Versuchsprotokolle: 


Ratte 57, 150 g, Eiweißdiät, seit ' Ratte 66, 180g, Fettdiät, seit 
12, X. 1924 Hunger. 12, X. 1924 Hunger. 
13, X. 10h4’ Temp. 37,60 | 13. X. 10h37' Temp. 36,80, 
Injektion 1,2ccm Insulin. | Injektion 1,4 ccm Insulin. 
1110’. . . 35,10 J1628 . . . 35,20 
12 5... 326 1221 ... 348 
117... 300 133... 3414 
Zo is e 28,6 218 .. . 354 


í 
Lass ) 228... 356 
4 20... 92 | 


I. 
Die drei Diätformen waren im Anfang folgendermaßen zu- 
sammengestellt : 
1) Pflügers Arch. 205, 559, 1924. 


2) 1 Einheit = ein Drittel Krampfgrenzdosis (s. Definition in der 
vorhergehenden Mitteilung). 
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| Fee Een ¡ Fettreich EiweiBreich 
Kartoffelmehl . | 506 0 0 
Ben. see 98 154 399 
Schmalz .„. . | 60 260 151 
Lebertran. . . 12 12 12 
Hole ae 5 4 4 | 4 
Salzgemisch . . | 24 i 24 24 
Das benutzte Salzgemisch (nach Mac Collum) enthielt: 
NOCI a 0.3. Té it Eë en Ee 
NEH.PO orga a wë Ek 
NEEN, u ess e gn A Ae 2 EE 
SERIO ¿e Ia EE 
Ca REPO Ja mare mm A AO Y 
Ca- Lattat 2 472% io e O Y 
Ferricitrab xa... SN a as FEDER 
A 5. wg" Spur 


Allein bei dieser Ernáhrung ohne jeden Eingriff waren die Kohlen- 
hydrattiere allgemein empfindlich, viel mehr als die Tiere der beiden 
anderen Diätformen; sie machten einen kranken Eindruck und viele 
starben. Ergebnisse an solchen Tieren hatten also keine Beweiskraft. 
Wir gaben darum vom 6. Oktober 1924 ab den Kohlenhydrattieren ebenso- 
viel Eiweiß als den Fetttieren und soviel weniger Kohlenhydrate als 
kalorisch damit übereinstimmte; also Kartoffelmehl 450, Casein 154. 

Später haben wir statt Kartoffelmehl Reismehl und Paddi (un- 
geschälter Reis) gegeben. Weiter wurden vom 10. Oktober an jeder 
Diät 50g Kleie hinzugefügt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche folgen in Tabelle I. 

Die Zahlen unter den Diätformen bedeuten maximale Temperatur- 
senkung nach der Einspritzung. Eine Erhöhung wird durch ein —-Zeichen 
angegeben (negative Erniedrigung). > bedeutet, daß die Temperatur- 
erniedrigung wohl noch größer als angegeben war, aber nicht genauer 
abgelesen werden konnte, weil das untere Ende der Skala der Thermometer 
erreicht war. Es wurden Thermometer benutzt, die zum Teil bei 32%, zum 
Teil bei 28% ihren Endpunkt hatten. Da die Anfangstemperatur der Ratten 
verschieden hoch war, konnte in einzelnen Fällen bereits nach einer Senkung 


um 4% in anderen noch nicht nach 8° der Endpunkt erreicht sein. + be- 
deutet gestorben. 


Aus Tabelle I ergibt sich: 

l. In 6 von 9 Versuchen mit durchschnittlich je 3 Tieren ist die 
mittlere Temperatursenkung bei den KH-freien am stärksten, im Mittel 
von allen Versuchen betrug sie bei den ,,Kohlenhydrattieren* bei 
23 Tieren > 2,70, beiden ‚‚Fetttieren‘ bei 28 Tieren 0,6°, bei den ‚‚Eiweiß- 
tieren“ bei 27 Tieren > 1,90, 

2. Krämpfe traten auf (sechsmal), und zwar nur bei den ,,Kohlen- 
hydrattieren‘‘. 
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Tabelle I. 





d | Fettreich Eiweißreich 
Kohlenhydratreich | und KHsfrei | und KH-frei 








0, 5 Einheite n pro 100 ; go 

















nu y 08 Taal 
30. IX. 1924 » . 84 3,5 0,3 a JD 
l ı2 f SCk 7 18 | 
a — 0,6 0 
` — 1,8 1,4 | 
. | 66(Kr.)) ae — 1,0 E 1,2 
4 X | y 0 6 J 3,6 0,2 GER 0,7 20 | 09 
| — 0,2 — 1,0 
\ 0,6 — 0,4 
- | E 0,8 osl a. 
N EEN l 42(Kr.) 42 a 0,2 rap 9 
| 06 | o 
0,8 Einheiten pro 100 g 
e PAR 
13.X. oo | I +. E KU Ya p47 58l 55 
[> 40(Kr, | Ze | 1,8 | 
| | — 10 1,4 
asa O: 34 
14, X. || 100(Kr.)]) "8 (är 0% out 16 
| 1,6 1,2 
S > 6,0 sa ET >39) 
SE A) 08 E 2 tere o >t 
| oa | 
u | 5,0 | | 
: -© _ J (>5,0(Kr.) 018 a 0,6] 
nz | IS 50 e 03] me ee 
| 24 (Kr. ) 
; |, > 4,2 e 0,81 3511 
5, XI 25 et? aj I 31] s41 
5,5 181 13 
e 26 0.8 091 7 
A0 | e 
Mittelwerte: ' > 2, 7 | 0,6° | > 19 








3. Die , Kohlenhydrattiere” zeigen also sicher die stärkste Reaktion. 

4. Zwischen den K H-frei errährten Tieren besteht aber auch eine 
Differenz : die fettreich ernährten haben nicht nur im Mittel die kleinste 
Temperaturerniedrigung, sondern auch in jedem Versuch, sie sind also 
besonders unempfindlich. 

Das bisher Mitgeteilte bestätigt im wesentlichen die Ergebnisse 
von Abderhalden und Wertheimer, unterscheidet sich aber in doppelter 
Hinsicht :erstens fehlt beiden bk H-freien“ nicht die Reaktion auf Insulin, 
zweitens machen sich auch Differenzen innerhalb der beiden Gruppen 
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der KH-frei ernährten Tiere geltend, indem bei den Eiweißtieren die 
Reaktion recht stark sein kann. Läge nun die Empfindlichkeit der 
Tiere nur an den Mengen KH, die sie erhalten, so wäre daran zu denken, 
daß die Empfindlichkeit gleich würde, wenn sich die Diätformen nur 
noch in der Zusammensetzung, was Fett und Eiweiß betrifft, unter- 
schieden, hinsichtlich der KH-Mengen aber gleich wären. Das war aber 
durchaus nicht der Fall. 
Il. 

In einer folgenden Versuchsreihe erhielt nämlich jede Gruppe die 
gleiche Menge Kohlenhydrat (und natürlich auch dieselbe Zahl Kalorien), 
der einen Gruppe wurde aber viel Fett, der anderen viel Eiweiß gegeben, 
während die dritte Gruppe — die ,,Normale* — ungefähr die gleichen 
Mengen Eiweiß und Fett erhielt. 


Normal Fettreich | Eiweißreich 
Kartoffelmehl . 324 324 324 
Casein .... 108 12 378 
Schmalz . . . ` 132 174 12 
Lebertran. . . 12 12 12 
Hefe ..... 4 4 4 
Salzgemisch . . 24 24 24 


Nachdem die Tiere wenigstens 1 Woche lang diese Kostform bekommen 
hatten, wurden wiederum nach je einem Hungertage 0,8 Einheiten Insulin 
pro 100 g Ratte eingespritzt. 


Die Resultate folgen in Form der Tabelle II. 
Tabelle IT. 











Normal | | Feitreich | Eiweißreich 
1 Lee ö Se u 
| | E 4,50 
5.1.1925 . De 09 T } 35% 3l | 3,50 
ee = 3,0 
i 2.00 
et... T ou laz Däin 39%) au 
| 12 | 58 | e Lt ) 
| 5.6% | | 1,90 | 2,70 
18.1. - > 0,7 2,70 08 1130 13 1 18 
L ae? ER 14 ) 
9,10 540 de 
28.1... | 05 | EN 54 + | 5 $0 = 9,30 
| 30) 55 +) Gë 
GE 1,6% , SS (09,4% 
6. IL. | 09 | 0,30 de 070 12 | 0,70 
1.5 1,2 
, ES 239 | 2° | 1,30 | 
12. II. 04 +00 08 LI 1,2 + 1,4" 
Loa | 0.6 13 | 
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Die mittlere Temperatursenkung aus 6 Versuchen betrug bei den 
18 Tieren, die mit normalen" Futter genáhrt wurden, 1.2%, bei 
15 Tieren mit fettreicher Nahrung 2,8% und bei 16 Tieren mit eiweißreicher 
Nahrung 1,9. Nicht nur das Gesamtmittel der Senkung ist bei der 
normalen Reihe am niedrigsten, auch in allen Versuchen bis auf einen 
ist das Mittel der ‚normal‘ ernährten Tiere das kleinste. Insulin wirkt 
demnach, wenn in der Diät Eiweiß oder vor allem Fett überwiegt, 
stärker, als wenn dies nicht der Fall ist, und die Nährstoffe gleichmäßiger 
verteilt sind. So erscheinen die von Abderhalden und Wertheimer ge- 
fundenen Tatsachen nicht mehr ganz so auffallend ; offenbar erniedrigt 
Überdosierung jedes Hauptnahrstoffs den Insulinwiderstand des Körpers. 

Unsere letztgenannten Ergebnisse werden ergänzt von einer Reihe von 
Versuchen, die wir schon früher mit viner quantitativ genau so zusammen- 
gesetzten Diät vorgenommen hatten, wobei mit wechselnden, aber stets 
viel höheren Insulindosen als es die späteren waren, gearbeitet wurde, 
nämlich mit 6, 4 bzw. 2 Einheiten (statt mit 0,8 Einheiten pro 100 g 
Ratte). 

Tabelle IT a. 











Normal | Fettreich | Eiweißreich 

15. VII. 1924. | 130 | 3,80 Kr. 5,30 Kr.) 

6 Einheiten pro 100g. - 2.0 E 5,9 Kr. 9,5% | 24 Kr.\4,9° 
| 3,5 Kr. 77 Kr. | 6,6 Kr. 
19. VIT. 90 An 7,29 Kr. 

4 Einheiten pro 100 y + + | 4% lazo 60 Erlzge 38 kat 
L 1,2 ya 58 kri" ae kr | 
25. VII. | 54° DR 7,20 Kr.) | 5,80 | 

2 Einheiten pro 100 g + - | 40 pa | 9,90 | 3,8 4,% 

2,7 4,6 | 5,2 

3,00 | 5,90 5,80 


Die Mittelwerte von ,,Normal-*, Fett- und Eiweißtieren sind hier 
(bei 9, 7 bzw. 9 Versuchen) 3,0, 5,9 und 5,3%, Einmal beobachteten wir 
Krämpfe bei einem Normaltiere, bei Fett- und Eiweißratten dagegen 
je sechsmal; also an der schwächsten Reaktion der Normaltiere ist 
nicht zu zweifeln. In den zwei Reihen von Versuchen, die ein halbes 
Jahr auseinanderliegen und dadurch Sommer- bzw. Wintereinflüsse 
enthalten, kommen wir also zu genau denselben Ergebnissen. 

In den beiden letzten Versuchsreihen ist außer dem Unterschied 
zwischen Normaltieren einerseits und den fett- und KH-reichen Tieren 
andererseits auch noch ein Unterschied zwischen Fett- und KH-Ratten 
vorhanden. Die Fetttiere sind nicht nur nicht am meisten resistent, wie 
aus der Mitteilung von Abrlerhalden und Wertheimer (Specktiere) am 
ehesten zu vermuten wäre, sondern im Gegenteil die empfindlichsten. 
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Diese Tiere haben aber nicht nur eine fettreiche, sondern zugleich auch 
eine eiweiBarme Diät erhalten. 

Um eine bessere Übersicht über die einzelnen Faktoren zu erhalten, 
stellten wir darum noch zwei weitere Versuchsreihen an, entsprechend 
den letzten, wo die KH konstant gehalten waren, nämlich eine, in der 
das Eiweiß, und eine andere, in der das Fett in den drei Diätformen 
in gleicher Menge gegeben wurde und nur KH und Fett bzw. KH und 
Eiweiß variiert. 

IH. 

Für die Versuche mit konstantem Eiweiß waren die Kostformen 

die folgenden. 


| Normal Fettreich e Fee SES 
Kartoffelmehl . ` 294 i 12 | 504 
Casein .... 108 108 | 108 
Schmalz ... 132 272 12 
Lebertran. . . 12 | 12 12 
Salzgemisch . . 4 1 4 4 
Hefe ..... 24 | 24 24 





Alle Tiere bekamen 0,8 Einheiten Insulin pro 100 g Ratte. 

















ep III. 
5 Normal u Kohlenbydratreich | Fettreich 
| GI 0,40 | 0,99) 
12. V. 1925 >55 |> 8,6° Ss 3,3 > 3,09 O, 6 0,9 
IECH — 24 ul 
(© Lu 1,80) 1,50 
ESA 1,3 1,00 42 l> 3,90 1,5 | 1,40 
Lo 08) >58] 01 
>54 2,1° 
SA Kä 44 pS 4,9 a S 4290. Lë | 280 
l >48 A 31) 
310 se 1,40 
LVI. TE E 9 1 e 0,6 Vi lg 
| Ts 1,8 | EECH 
> 2,90 310 1,70 


Die fettreich aten Tiere zeigen einen deutlichen Unterschied 


gegenüber den beiden anderen Gruppen; das Mittel der Temperatur- 
—senkung bei 12 Tieren ist viel niedriger. Das Ergebnis wird nur dadurch 
etwas eingeschränkt, daß bei einem von den vier Versuchen das Ver- 
suchsmittel der Normaltiere eine Kleinigkeit niedriger ist und in einem 
anderen das Versuchsmittel der KH-Tiere. 

Wir glauben also, daß man auf eine höhere Resistenz der Fett- 
tiere schließen darf, und dies um so mehr, als die Tiere relativ wenig 
von der fettreichen Kost essen und abmagern, alles Erscheinungen, 
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wie sie Abderhalden und Wertheimer ebenfalls konstatiert haben; unserer 
Meinung nach mit Recht verwerten sie dies a fortiori für die größere 
Resistenz der Fetttiere. In den oben besprochenen Versuchen stören 
die verschiedenen Fälle, wo wir wegen zeitlichen Mangels eines ge- 
cigneten Thermometers nicht die tiefsten Senkungen genau bezeichnen 
konnten und so in der Tabelle das Zeichen >> gebrauchen mußten. 

Ferner ist vielleicht nicht einwandfrei, daß in jeder Kostform 
gleichviel Lebertran gegeben wurde, gleichviel bezogen auf die Gesant- 
kalorienmenge, die in der Diät erhalten war. Dadurch erhalten die Tiere 
mit z. B. 100g des KH-reichen Futters relativ wenig Lebertran im Ver- 
gleich zu 100 g des fettreichen Gemisches. Möglicherweise ist es richtiger, 
den Tieren mit jedem Gramm Nahrung gleichviel Lebertran zu geben. 

In einer weiteren Versuchsreihe (Illa) mit sonst denselben Kost- 
formen wie in III erhielten nur die Normaltiere auch 12 g Lebertran. 
die fettreich ernährten aber 8,5 g, die Kohlenhydrattiere dagegen l5g. 

Es sind zu den Versuchen die gleichen 21 Ratten benutzt, nachdem 
sie wieder je 2 bis 3 Wochen auf den verschiedenen Kostformen gesessen 
hatten. Nach dem dritten Versuch dieser Reihe wurden (siehe später) 
die bis dahin fettreich ernährten jetzt KH-reich gefüttert, und um- 
gekehrt die KH-reich ernährten jetzt ‚‚Fetttiere“, und so vom 
27. August in dieser Weise zu den vier weiteren Versuchen gebraucht. 


Tabelle Illa. 











| Normal Kohlenhiydratzeich DEE 
1.9 19° De 
17. VIL 1925 + +! 20 l 1,50 15 | 1,60 051 nn 
| o5] 15 GE 
07 2,8 17 
24. VII. | 19 | 1,00 4.0 | 3,50 oo | 130 
| 04| rn: Yo] 
0.6 2.0 
8. VIL o] 021 wa 3.6 | 390 Lol 14 
l 1,3] SH 11 | 
14 3,8 Kr an 
27.VIIL. + + - 1 25 | 1,90 12 Kr nm | 1 | 2,00 
© 18 13 15 
3 M | H S 
> 5,1 = 30 
A IX | >51Kr | > 39 27 Kr) Ss 450 | 24 | 1? 
| 16 e) 1.0| 
05) 18 0.8 | 
15. IN. | 2.4 ¡ 1.60 51 | 3,20 ES 110 
1.8 2.8 0.7 
| 1.2 2» | 1,7 \ 
o IN 3s | op 45Kr!270 , 18114 
JL ol "nl TI ol 
LS; 
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Die Ergebnisse stimmen im großen und ganzen mit denen aus der 
Tabelle III überein: Die Empfindlichkeit der Tiere mit normaler, 
KH-reicher und fettreicher Ernährung verhält sich wiederum so, daß 
die KH-reich ernährten am meisten, die fettreich ernährten am wenigsten 
reagierten, nur ist der Unterschied zwischen den ‚‚fettreichen‘ und 
den „normalen“ weniger deutlich. Unter den sieben Versuchen kommt 
nur bei einem (vom 4. September) das Zeichen > vor, aber dadurch 
wird die Sicherheit der Ergebnisse nicht beeinflußt. Das Mittel aus 
allen 11 Versuchen mit konstantem Eiweißgehalt ergibt, daß die Senkung 
der 33 Normaltiere mehr als 2,20, der 33 Fettiere 1,5% und der 29 K H- 
Tiere mehr als 3,1% beträgt. 


Iv. 
Bei der folgenden und letzten Versuchsreihe ist das Fett konstant 


erhalten und sind die anderen Nährstoffe variiert. 
Die Kostformen waren die folgenden: 





Kohlenhydrate E 














| Normal es? reich Eiweißreich 
Kartoffelmehl . 324 392 256 
Casein .... 108 40 176 
Schmalz ... 132 132 132 
Lebertran. . . ` 12 | 12 12 
Salzgemisch. . ` 4 4 4 
Hefe ..... | ou | 24 | 24 


Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefaßt. 




















Tabelle IV. 
| Normal | Kohlenhydratreich | Eiweißreich 
ÓN 170 2,50 |. u f 2,80 ) | 
4. VI. 1925 -. 04 pos 24 ¡> 3,30 1:7 2.2.89 
\ i > 4,9 | 2,1 
0,00 | | 2,79 | | 2,50 \ 
L.VIL---. | 0,8 + 0,40 | 2,8 3,60 1,2 11,70 
03) 53 | el 
í 1,30 | 0,7° l 1,89 | 
8|. VIL -œ 0,3 + 0,8% 3,1 Zu 1,7 11,9 
ol of? : z| ° | 20) 
| 0,70 > 8,00 | 1,9° 


Aus der Tabelle IV ersieht man, daß die ‚‚Normaltiere‘‘ am meisten 
resistent sind. Das Gesamtmittel der Temperatursenkungen von 
9 Tieren ist 0,7% man kann also praktisch sagen, sie werden kaum 
beeinflußt, dann folgen wieder die Eiweißtiere, die mit 1,9% Senkung 
im Gesamtmittel reagieren, und am empfindlichsten sind die KH-reich 
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gefütterten mit einer Senkung von 3,0%. Nicht nur die Gesamtmittel- 
werte zeigen diese Unterschiede, auch die Mittel jedes der drei Versuche 
zeigen in derselben Richtung, daß die K H-Tiere am wenigsten, die 
normalen am meisten Widerstand leisten. 

Bevor wir noch ein Wort der Erklärung geben, sei kurz ein 
Kontrollversuch erwähnt. 

Bei den Insulininjektionen wird stets eine Menge, meist 0,8 ccm 
n/100 HCl pro 100g Ratte eingespritzt. Eine Einspritzung von 
n/100 HCl hat keine Temperaturerniedrigung zur Folge. 























Tabelle V. 
i Ku Temperatur E Einspritzung || Temperatur 
| Gewicht GE SAS 
SECH | | nora | Ri a | nach 1 Std. | nach 2 Stdo. 
Se Ze u | CS ESCH £ = Geen E EN e Ee SE See j CS °C se ETES : ` C as 
A 200 36,6 1,6 36,4 ' 368 
B 210 36,7 1,7 | 37,2 37,3 
C 230 36,3 1,8 37,4 | 380 
D 165 Ä 37,1 1,3 38,0 38,2 
E 155 36,8 1,2 R 36,6 36,4 
F 200 | 37,5 1,6 | 37,3 ) 37,7 





Diese Kontrollbestimmung kann überflüssig erscheinen, ist es aber nicht. 
da uns aus anderen Versuchen (an Mäusen) ein temperaturerniedrigender 
Einfluß von n/100 HCI bekannt war. 


Am besten erhält man einen Überblick über unsere Versuche aus 
einer Zusammenstellung, worin wir die einzelnen Nahrungsstoffe nicht in 
Grammen angegeben, sondern in Prozenten von den Gesamtkalorien, 
die bei der entsprechenden Kostform gegeben werden. (Der zugesetzte 
Lebertran ist hierbei außer Rechnung gelassen.) 


Wir ordnen hierbei die einzelnen Gruppen nach ihrer Empfindlich- 
keit und geben den Gesamtmittelwert der Temperatursenkungen aus 
allen Tieren einer Versuchsreihe als ihr Ergebnis. Ferner ist die Anzahl 
der Tiere angegeben und schließlich aus allen zusammen Mittelwerte 
genommen. Die (Prozent-kalorien) Zahlen des Nährstoffes, die in der 
entsprechenden Gruppe konstant gehalten, sind kursiv gesetzt. 


Mit Ausnahme der Ratten in Versuchsreihe II, sind allen 
Tieren stets 0,8 Einheiten Insulin pro 100 g Tier eingespritzt. Darum 
sind die Ergebnisse auch untereinander in gewissem Sinne vergleichbar. 
Natürlich stören die verschiedenen Daten bzw. Monate der Versuche. 
da sich dabei Unterschiede bemerkbar machen können. Nur mit allem 
Vorbehalt hat es darum Sinn, aus der Summe aller Ergebnisse der 
,empfindlichsten*, ‚„unempfindlichsten“ und ‚mittleren‘ Tiere ein 
Gesamtmittel zu bilden. Wir haben ein solches ohne und mit Berück- 
sichtigung der Versuchsreihe II, genommen. 
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Sieht man die letzten Zeilen, die Summe aus allen Versuchen, so 
wiederholt jedes Gesamtergebnis augenscheinlich den wichtigen, von 
Abderhalden und Wertheimer erhobenen Befund, daß die Tiere, welche 
reichlich Kohlenhydrate erhalten haben, am empfindlichsten, diejenigen, 
die am wenigsten. erhalten, am resistentesten sind und die anderen 
in der Mitte stehen. 





























Tabelle V1. 

Tr Emphindlichste |:  Lmemphndlichste - Mittlere 8 

5 : In Proz. Kalorien E ER 5 Kalorien ER E Kalorien Ze 

D 3 a i 3 a kb 3 

3 8 lg EII a glelën ës giel $ 

E G WM Ber > CZ & E Es 

I 23 13-21. 18 (69-)61, 127/28 2ı 79 0 wël 54 “| 0.19 
I, 15 2 EN 4: 28.1815 41 44 12/1652 | 4144 19 
IL, 9 2 '54: 44 59 "US 41 '44 : 3,0 | 9.52 | 4 44 5,8] 
Mm 10 15 a 82 >81 12/15 84 | 1 y16'12115 41:44 >29 
Ma 19 15 3, 82 >80 21115 84 ¡1 [14 21 15 41 ¡44 >18 
IV 9 5 41, 54 ! 80 9 15 a R e 41'35 | 1,9 
Summe 76 13,1 291 648 >29 deg 69,3/13,8| 1,0 85 35,3, 35,6 291320 


bosch. 1, 85) 119 255 


|! | 
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Die einzelnen Versuchsreihen, besonders Reihen II, und II, zeigen. 
daß die Kohlenhydrate nicht allein verantwortlich sind, denn in 
allen den Versuchen dieser Reihe sind ja gleichviel KH gegeben, und 
doch bestehen erhebliche Unterschiede. Die empfindlichsten Tiere sind 
hier die eiweißärmsten. Das Eiweiß liefert nur 2 Proz. der gesamten 
Kalorien. Diese Reihen II zeigen auch im besonderen, daß Fettreichtum 
in der Ernährung, wie Abderhalden und Wertheimer besonders angaben, 
wohl schützen kann, aber dies keineswegs immer tut. Denn gerade 
die Tiere, die am meisten von ihren Kalorien aus Fett beziehen, sind 
die empfindlichsten. Aus den Reihen 11 müßte man darum schließen: 
am ungünstigsten ist Eiweißarmut, ferner: auch ein Zuviel an Eiweiß 
auf Kosten des Fettes ist nachteilig, und am besten scheint eine 
physiologisch zusammengesetzte Nahrung. 

Was für Ratten am meisten ‚physiologisch‘ ist, wissen wir nicht 
genau. Da die Ratte aber oinnivor ist und insofern mit dem Menschen 
zu vergleichen, nimmt man vielleicht nicht mit Unrecht an, daß eine 
solche Verteilung der Nährstoffe, wie sie dem Menschen behagt, auch 
für Ratten ein Optimum darstellt. 

Beim gewöhnlichen Kostmaß des Menschen werden angegeben, 
Z. B. bei einem Verbrauch von 2800 Kal., daß zweckmäßige Kostformen 
80 bis 100g Eiweiß, 90 bis 170 g Fett und 200 bis 400 g Kohlenhydrate 

24 * 


630,5, 3214 
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sind. Dabei schwankt der kalorische Anteil vom Eiweiß nur zwischen 
11,7 bis 14,7 Proz., während der Anteil der anderen Nährstoffe von 
29 bis 50 Proz. wechseln kann. 

Hierbei scheint uns wichtig, auf den relativ niedrigen Anteil des 
Eiweißes hinzuweisen. Es darf aber bekanntlich auch nicht zu schr 
sinken und kann andererseits Störungen hervorrufen, wenn er zuviel 
in den Vordergrund tritt. 

Man würde aus unseren Versuchen auch Material für die Ansicht 
finden, daß die Ratten am stärksten reagieren, die besonders wenig 
Eiweiß erhalten haben, dann folgen die, welche besonders viel Eiweiß 
bekommen, und am besten schneiden die mit einer mittleren Menge 
Eiweiß ab. 

Daß aber auch das Eiweiß wiederum nicht entscheidend ist, dafür 
sind Reihe III und Illa ein Beweis, wo bei einem guten kalorischen und 
gleichmäßigen Verhältnis doch erhebliche Unterschiede bestehen, und 
dann gerade wieder die kohlenhydratärmsten ernährten Tiere am 
widerstandsfähigsten sind. Diese Reihe zeigt auch, daß das Fett keine 
entscheidende Rolle spielt, woran man nach den Abderhalden und Wert- 
heimerschen Versuchen denken könnte, welche ja die Fettiere am 
resistentesten fanden, obwohl diese im allgemeinen an ihrer Vitalität 
eingebüßt haben, wie wir auch bestätigen konnten. 

In der Reihe IV ist aber der Fettanteil stets derselbe, trotzdem 
bestehen sehr deutliche Unterschiede in der Reaktion. Diese nun auf 
die KH zurückzuführen, ist unwahrscheinlich, denn, wenn auch anı 
stärksten die Tiere reagieren, welche hiervon am meisten erhalten 
haben, so sind doch die Unterschiede sehr gering gegenüber den 
Mengen KH, welche die anderen Gruppen bekamen; und vor allem 
ist am unempfindlichsten nicht die Gruppe mit der Diät, welche die 
kleinste, sondern die, welche die mittlere Kohlenhydratmenge erhalten 
hat. Die Abweichungen der Kohlenhydratmengen in den drei Kost- 
formen dieser Versuchsreihe IV ist, wie gesagt, sehr gering, nach beiden 
Seiten nur etwas über 20 Proz. im Vergleich zu der mittleren Menge. 
Sehr erheblich sind aber die Abweichungen inbetreff des Eiweißes. Die 
unempfindlichste Gruppe erhält 15 Proz. ihres kalorischen Gebrauchs 
aus Eiweiß, die empfindlichste aber nur 5 Proz. (d.i. 66 Proz. weniger) 
und die mittlere 24 Proz. (d.i. 60 Proz. mehr); dies spricht also wieder 
für die Bedeutung des Eiweißes. 

Abderhalden und Wertheimer haben in einer weiteren Unter- 
suchung!) die Bedeutung der alkalischen oder sauren Fütterung betont. 
in dem Sinne, daß die Tiere mit ,,alkalischer* Ernährung (Grünfütterung. 
Körner) viel empfindlicher sind als die mit ‚saurem‘ Futter (Hafer); sie 


ly Pilügers Arch. 205, 559, 1924. 
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glauben aber nicht, daß dieses Moment der verschiedenen Azidität zur 
Erklärung des Unterschiedes für ihre Versuche mit Fett- und KH-Tieren 
heranzuziehen sei. Sie tun dies, weil sie den ‚Harn von eiweiß-, fett- 
und KH-frei ernährten Ratten sauer finden, den Harn der gemischt 
ernährten aber ebenfalls sauer. Wir halten doch nicht für ausge- 
schlossen, daß dieses Moment bei der verschiedenen Empfindlichkeit 
von KH-, Eiweiß- und Fetttieren eine Rolle spielt, und auch die ge- 
nannten Autoren halten diesen Punkt nach ihren Untersuchungen 
für noch nicht erledigt. | 

Alles in allem kommen wir noch nicht über ein non liquet hinweg. 
Wir halten aber doch von Bedeutung, daß nicht nur die völlige Ent- 
haltung von Kohlenhydraten, wie die wichtigen Feststellungen von 
Abderhalden und Wertheimer gezeigt haben, die Empfindlichkeit ver- 
ändert, sondern daß auch in jedem Falle, wo einer der Grundnährstoffe 
(einschließlich der Kohlenhydrate) konstant gehalten wird, die anderen 
beiden aber variieren, sehr erhebliche Unterschiede der Empfindlichkeit 
auftreten. 

Da wir die Schwankungen der Empfindlichkeit gegen Insulin bei 
demselben Individuum im Gegensatz zu Angaben anderer, die gerade 
eine für ein Individuum charakteristische konstante Empfindlichkeit 
behauptet haben, wiederholt betonten, hat dieser Befund für uns be- 
sonderes Interesse. Dies um so mehr, als zum Teil ja dieselben Ratten 
benutzt wurden bei verschiedenen Versuchen, und diese dann je nach 
der Ernährung verschieden reagiert haben. Z. B. reagieren dieselben 
drei Ratten in Serie III als ‚Fetttiere‘“‘ im Durchschnitt von je vier 
Versuchen nur mit Senkungen von 1,5%, sie sind die unempfindlichsten 
ihrer Serie, in Serie IV sind sie aber als „K H-Tiere** am empfindlichsten 
und reagieren mit 3,0% Senkungen. Auch innerhalb ein und derselben 
Versuchsreihe kann man solche Umstimmungen hervorrufen. _ In 
Reihe IIIa haben wir, wie erwähnt, nach dem dritten Versuch (6. August) 
die Ernährung der KH-Tiere und der Fetttiere vertauscht. 

Solange dieselben Ratten KH-reich gefüttert waren, reagierten 
sie in drei Versuchen am stärksten mit einer mittleren Senkung von 
2,70, als sie dann fettreich ernährt wurden, reagierten sie in vier Ver- 
suchen am schwächsten (mittlere Senkung 1,7%); und dieselben Ratten, 
die als Fettiere zuerst eine deutlichere Senkung von 1,0% gaben, ließen 
als KH-reiche Tiere später die Temperatur um 3,3% sinken. Die Reak- 
tionsweise der Tiere hat sich also wesentlich geändert. Solche Um- 
stellungen (Umstimmungen) haben auch Abderhalden und Wertheimer 
an einigen Kaninchen gezeigt. Andererseits muß man aber sehr vor- 
sichtig sein, um jede individuelle Veränderung nur auf die Ernährung 
zu beziehen, denn in Serie III sind die Tiere bei einer ,Normalkost'* 
relativ empfindlich in dieser Serie; sie sind die „mittelempfindlichen‘‘, 


370 A. Grevenstuk, S. E. de Jongh u. E. Laqueur: Einfluß usw. 


kommen aber mit der durchschnittlichen Senkung von > 2,9% sehr nahe 
an die derempfindlichsten mit > 3,1%. In der Serie IV sind dieselben Tiere 
bei genau gleichgebliebener Kost wieder als Normaltiere die unempfind- 
lichsten, sie reagieren fast überhaupt nicht, nämlich durchschnittlich 
nur mit 0,70 Senkung. Hier müssen also Tagesfaktoren eine Rolle 
gespielt haben. 

Alle unsere Schlüsse über den Einfluß der verschiedenen Ernährung 
auf die Insulinempfindlichkeit haben daher auch nur Berechtigung, 
weil sie wiederholt durch Versuche an gleichen Tagen mit verschieden 
ernährten Tieren genommen sind. 


Zusammenfassung. 


An 274 Einspritzungen bei Ratten, die mit verschiedener, in ihrer 
Zusammensetzung genau bekannter, künstlicher Ernährung wochenlang 
gehalten sind, wird nach dem Vorbild von Abderhalden und Wertheimer 
die Reaktion auf subkutane Einspritzung von Insulin (neerlandicum) 
bestimmt durch Größe der Temperatursenkung. 

Es wird der wichtige Befund der genannten Autoren bestätigt. 
daß KH-Reichtum die Empfindlichkeit erhöhen, Fettreichtum sie ver- 
mindern kann!). Durch vergleichende Versuche, wobei einer der Haupt- 
nährstoffe KH oder Eiweiß oder Fett konstant erhalten wird, die 
beiden anderen aber variieren, wird gezeigt, daß die Beziehung keine 
einfache ist. Auch bei genau gleichen K H-Mengen ist die Empfindlich- 
keit sehr verschieden ; Eiweißarmut steigert sie. Bei gleicher Fettmenge 
scheinen auch Unterschiede im Eiweiß eine Hauptrolle zu spielen, und 
zwar sind die Tiere, welche ‚physiologische‘ Mengen Eiweiß erhalten, 
am widerstandsfähigsten. 

Zum Schluß wird betont, daß durch diese Versuche aufs neue die 
Tatsache der wechselnden Empfindlichkeit eines und desselben Indi- 
viduums gegenüber Insulin bewiesen ist und von einer konstanten, 
für das Individuum charakteristischen, Empfindlichkeit nicht die 
Rede ist. 

1) Anmerkung bei der Korrektur. Leider ist uns eine Arbeit von 4. Gigon 
entgangen (Zeitschr. f. klin. Med. 101, 17, 1924). Darin ist ein Versuch 
erwähnt, wonach bei einem ölgefütterten Kaninchen größere Insulin- 


resistenz bestehen soll, ferner aber auf Empfindlichkeitssteigerungen durch 
überreichliche KH-Darreichung hingewiesen wird. 


Einfluß des Trockengehalts (Reinheitsgrad) auf die Wirkung 
des Insulins. 


Von 


S. E. de Jongh und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universität Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Mit vielen anderen Untersuchern hatten wir den Eindruck, daß 
die Resorbierbarkeit des Insulins im Laufe der Zeit mit der Reinheit 
der Präparate gestiegen war, jedenfalls die maximale Wirkung immer 
früher eintrat, je reiner die Präparate wurden. Wir suchten darum 
nachzusehen, durch einige ad hoc angestellte Versuche, ob ein Einfluß 
des Trockengehaltes auf die Wirkung des Insulins besteht. Schon hier 
sei bemerkt, daß dieser Nachweis uns nicht geglückt ist, sofern man 
wenigstens nicht Präparate benutzt, so unrein, daß sie in praxi nicht 
in Betracht kommen. Indessen auch dieses negative Resultat ist 
von Bedeutung im Hinblick auf die sehr verbreitete Meinung, der 
Gehalt an Trockensubstanz der Präparate beeinflusse die Resorbier- 
barkeit. 

Um inter-individuelle Unterschiede auszuschließen, benutzten wir 
möglichst dieselben Kaninchen für einen Versuch, der jedesmal aus 
zwei Teilen zusammengestellt war. Bei demselben Kaninchen wurde 
das eine Mal das reine, das andre Mal das weniger reine Präparat ein- 
gespritzt. Für das letztere Präparat benutzten wir bisweilen Insulin 
mit einem verhältnismäßig großen Trockenrest, dargestellt noch zu 
einer Zeit, wo die Reinheit noch weniger vollkommen war als jetzt. In 
den meisten Fällen jedoch fügten wir Pankreaseiweiß einem Präparat 
zu, das an und für sich wenig Trockensubstanz enthielt. 

Wir beurteilten jeden Versuch nach dem Verhalten des Blut- 
zuckers, der 5 Stunden lang jede Stunde festgestellt wurde, in Doppel- 
bestimmungen nach Hagedorn und Jensen. Wir fingen das Blut auf 
Lóschpapier auf nach dem Verfahren von Dresel und Rothmann. 
Diese Modifikation liefert, wie auch E. Dingemanse!) vor kurzem in 
unserem Laboratorium festgestellt hatte, ausgezeichnete Werte. 


I) Diese Zeitschr. 154. 483. 1024, 
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Wir haben folgende vier Punkte zu beobachten: 

I. Wann ist der niedrigste Punkt der Blutzuckerkurve erreicht ? 

II. Ist die maximale Blutzuckersenkung in beiden Abschnitten 
des Versuchs die gleiche ? 

III. Ist die Dauer der Blutzuckersenkung in beiden Fällen gleich ’ 

IV. Wann tritt zuerst eine deutliche Blutzuckersenkung auf’ 

Da diese fast in allen Fällen, wo sie sich überhaupt einstellte, 
bereits in der ersten Stunde anfing, können wir Punkt IV auf sich 
beruhen lassen. Bemerkt sei noch, daß wir Unterschiede zwischen 
zwei Blutzuckerbestimmungen, nicht größer als 0,10 mg pro Kubik- 
zentimeter, nicht in Betracht ziehen, da nach unseren Erfahrungen 
aus solchen kleinen Unterschieden keine Schlüsse zu ziehen sind. 

Der Fehler braucht bei der Methode von Hagedorn und Jensen 
nicht größer als 0,05 mg pro Kubikzentimeter [s. Dingemanse!)] zu sein. 

Bei Besprechung der Resultate vergleichen wir erst das Verhalten 
der einzelnen Tiere in den beiden Versuchsabschnitten (Tabelle I) und 
nachher nochmals alle gleichbehandelten Tiere zusammen. 

Präparat A hat 0,6 mg Trockensubstanz pro alte Einheit?), Prä- 
parat B aus einer früheren Darstellungsperiode 4,75 mg, also das Acht- 
fache. Beide Lösungen enthalten zwei alte Einheiten pro Kubikzenti- 
meter. (Fettgedruckt sind die niedrigsten Werte, also die maximale 
Wirkung). 


























Tabelle I. 
GEN DES Blutzucker pro 1000 

Nr. | Datum | | Einspritzung Substanz ' ¡nach nach nach nach nach 

g mg | "ormal ¡Std, 2Std. 3Std. 4Std. 5 Std. 
228 4.1X. | 2450 | 1,07 0,65 0,34 0,39 Kr — 
56 2230 | leem A , 12 1,16 [0,86 0,67 [0,74 0,76. 087 
208 . 2300 | | 0.95 :0,66 0,60 (0,75: 1,06. 0,96 
228 | 17.1X. | 2650 | 1,08 ,0,62/0,54| 0,76 1,10. 1.23 
56 2330 | leem B os 195 '139/059|068 1,02' 1,56 
208 ` | 2370 | 1,10 10/55 | 0,57 | 0,78 0,79 | 1.08 


Der Blutzuckergehalt nach 4 bzw. 5 Stunden vom Kaninchen Nr. 225 
am 4. September wurde nicht bestimmt, da das Tier nach 31% Stunden 
Krämpfe bekam, die mit Zucker bekämpft werden mußten; danach hatten 
Blutzuckerbestimmungen natürlich keinen Sinn mehr. Übrigens war die 
Dosierung so gewählt, daß eigentlich keine Krämpfe zu erwarten waren. 

KE 

2) Eine (alte) Einheit ist nach der ursprünglichen Definition ein Drittel 
der Menge, welche bei (75 Proz. der) Kaninchen die ‚„Krampfgrenze“ 
erreichen läßt, das ist bei 2kg schweren, 18 bis 24 Stunden hungernden 
Tieren den Blutzucker auf + 0,45 mg und darunter sinken läßt oder Krämpfe 
hervorruft. 
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Sie traten erst nach mehr als 3 Stunden ein, als der Blutzucker bereits 
wieder gestiegen war. Nach unseren Erfahrungen brauchen diese nicht 
infolge einer erneuten Blutzuckersenkung einzutreten, sondern auf Grund 
des fortdauernden Glucosemangels. 

Am 17, September trat die maximale Wirkung gleichfalls erst nach 
2 Stunden ein, jedoch war die Blutzuckersenkung nicht so stark, wie bei 
der ersten Einspritzung. Das Auftreten von Krámpfen (mit nachfolgender 
Glucoseinjektion) macht es unmóglich, ein bestimmtes Urteil úber die 
Dauer der Wirkung zu fassen. 

Kaninchen Nr. 56, eingespritzt mit dem reinen Práparat A, reagierte 
am stärksten nach 1 Stunde, mit dem unreinen Präparat nach 2 Stunden. 
Der tiefste Wert des Blutzuckers war derselbe; auch war in beiden Fállen 
der Anfangsblutzucker nach 5 Stunden noch nicht wieder erreicht. Nr. 208 
reagierte am stärksten nach 2 bzw. l Stunde. Die maximale Wirkung 
war dieselbe. Am 4. September war wieder der Anfangsblutzucker nach 
4 Stunden erreicht, am 17. September nach 5 Stunden. 


Nehmen wir den Versuch mit der größten Trockensubstanz als 
Ausgangspunkt, so können wir die drei oben genannten Punkte!) in 
folgender Weise zusammenfassen, wobei also die Wirkung des Präparats 
mit dem größeren Trockengehalt in Vergleich zu der des kleineren 
gesetzt wird. 











Nr. | 1 D | 111) MA) 














228 ‚in gleicher Zeit schwächer ı kürzer(?) 

56 K spáter gleich ' gleich 

208 ' früher. I. länger 
Zusammen: | in gleicher Zeit etwasschwächer | gleich 


Zu unserer Verwunderung besteht kein deutlicher Unterschied 
zwischen den Zeitwirkungskurven beider Präparate. 

In einer zweiten Versuchsreihe mit den gleichen Präparaten wie 
in der ersten besteht ein Unterschied, aber zum Teil nicht in der 
Richtung, wie wir ihn erwartet haben. 






































Tabelle 11. 
MI i A 
‘Gewich DEE 
Nr. Datum | N Einspritzung Substanz | normal ` | nach | nach | nach | nach | nach 
g mg | ‚1Std. 2Std. EECH : 4 Std. 5 Std. 
5 5,IX, 2680 | "Lu ala > 
209 ' 2440 3h com A ı 09 094 0.61 0,60 0,61 | 0,93 S 
OH 2430 ı | ` 0,94 10,57 0,50 EK 0,91 
5 17.1X. | 2650 ı) | ' 1,19 10,60 | 0,67 | 0,91 | 1,04 | 1,20 
209 2400 zem B | 7,1 | 0,98 '0,20 0,80 0,91 11,14! 1,08 
w 2410 | | | 1.05 10,690.79 0,98 0,92 120 


1) Siehe I bis III auf der vorigen Seite. 
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Nr. | I | 1 | ut 











5 | früher gleich ? 
209 | zu gleicher Zeit schwächer gleich 
Zusammen: || früher ¡ schwächer | gleich 





Das unreine Präparat hat also zeitiger gewirkt und etwas schwächer. 
Bei Berücksichtigung der Anfangsblutzucker, die allerdings nur einen 
sehr beschränkten Wert haben, bleibt von der schwächeren Wirkung 
nicht allzuviel übrig, denn im Mittel sind die Senkungen innerhalb 
der ersten 3 Stunden bei allen Versuchen aus Tabelle I und II, also 
aller sechs Tiere, ganz ähnlich: die Mittel sind nach Einspritzung des 
reinen Präparats 0,41, 0,48 und 0,39 und nach Injektion des unreinen 
Präparats 0,47, 0,55 und 0,38. 

Von einem deutlichen Unterschied ist hier also auch nicht die Rede. 

Indessen ist eins nicht zu vergessen. Der Eindruck, daß bei 
größerer Reinheit der Präparate ein schneller wirksames Insulin ent- 
steht, entstand bei Vergleich der Erfahrungen des vorletzten Jahres 
mit solchen aus früheren Perioden (1923). Damals waren aber die 
Präparate nicht nur besonders reich an Trockengehalt, sondern dieser 
bestand, wenigstens zum Teil, auch aus Stoffen, denen eine eigene. 
dem Insulin anscheinend entgegen gerichtete Wirkung zukam, so- 
genanntes Antiinsulin!). Wir haben darum in einer folgenden Versuchs- 
reihe (2 neue Einheiten = 2,8 alte Einheiten) reines Insulin eingespritzt. 
das absichtlich mit einer sogenannten Abfalleiweißfraktion aus einer 
früheren Darstellungsperiode gemischt war. Das Insulin (von etwas 
anderer Verdünnung wie das Präparat A) enthielt 0,6 mg Trocken- 
gehalt pro Einheit. In der Eiweißmischung war der Trockengehalt 
6,0 mg pro Einheit. Aus äußeren Gründen mußten diesmal verschiedene 
Kaninchen benutzt werden. Beide Gruppen waren jedoch aus der 






































Versuchsreihe I und II bekannt. e 
Tabelle 111. 

| A Trocken.‘ Blutzucker pro 1000 i 
Nr. Datum |” Einspritzung | substanz nach | nach | BE onh 
e omg PO“ 1Stg (2Std.[3Std. 4Std. | 6 Std. 
5 az 2930 |) | 1,04 10,69 0,83 0,78:0,70. 0,87 
209 ` 2720 | Leem A 1,7 | 1,05 073 0,82/0,89 0,95 0,9 
96 2420 | . T20 ¡089 0,6410,60 0,62 0,2 

| E | ' 
228 8.X. 30001 gem A : 1,42 1,17/0,83| > 0,70 0,82 
56 2550 || E ui 1,40 0,97/0,99 ? "Le 1,20 
208 2470 || + Ewel | L22 |067,072| ? |064 0/8 





1) de Jongh, Biochem. Journ. 18, 5, 833, 1924; Grevenstuk und Laqueur. 
Insulin. Bergmanns Verlag, 1925; Ergebn. d. Physiol. 28. 
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Besprechung: Da in der Reihe vom 4. Oktober zwei Tiere ihr 
Maximum bereits nach 1 Stunde erreicht hatten, könnte man von 
einer leichten Verzögerung in der Reihe vom 8. Oktober durch das 
hinzugefügte Eiweiß sprechen, auch dann noch, wenn die versehent- 
lich ausgefallenen Bestimmungen nach 3 Stunden in der zweiten 
Gruppe Minima gezeigt hätten. Deshalb kann diese Versuchsreihe 
auch hier angeführt werden, wenn sich natürlich wegen Ausfall einiger 
Bestimmungen über die Punkte II und III keine Schlüsse ziehen lassen. 

Da wir durch den Gebrauch derselben Tiere uns gezwungen sahen, 
wenigstens eine Woche zu warten, wodurch die äußeren Umstände 
beim zweiten Teile des Versuchs (Wetter, Fütterungszustand usw.) 
verschieden sein können, haben wir beim folgenden Versuch erst zwei 
Tieren das reine Präparat eingespritzt und gleichzeitig zwei anderen 
die künstlich verunreinigten Präparate. Eine Woche später wurde 
der Versuch wiederholt mit denselben vier Tieren, aber mit ge- 
wechselten Präparaten!). 


Tabelle IV. 





E én | Blutzucker | pro »ro 1000 





























5 Gewicht ` — 
Nr. Datum Car Einspritzung GEES Sen Sach | ach nach | an 
| go o| m | Ka we 15 Std. 
IS 1.XIL!| 2850 | 162 0,94 127|149|1,87 1,46 
185 1 2480 ' l eem so 1501 052 0 86 0,69 | 0,86 | 0, 71 
125 10, XIT.! 3250 | mit Eiweiß | 0,90 0.64 | 0,71 1,06 1,18 | 1,11 
a | 2520 | 1,11 ¡0,88 0,82 | 0,92 | 1,00, 0,97 
18 '10, XII. | 2850 | 120 Po 11 1,15 127. 1,14 
185 ` | 2480 ¡| 1 cem ohne 1295 ` 1,05 1102 1,31 | 1,68 | 1,18 | 1,11 
125 1 XIL| 3250 :( Eiweiß A8 oa 1058062 1069/0.73 1/03 
50 | 2520 | 123 0,81 0,76 |0,80|0,82 1,14 
l Nr. u = | I DS | m o | HI 
18 ` früher | schwächer | länger 
185 | À | stärker t 
125 © zu gleicher Zeit schwächer kürzer 
50 | spáter | QM | gleich SE 
Zusammen: ‚| zu gleicher Zeit | gleich | gleich 


Von einem deutlichen Unterschied hinsichtlich der Zeit der 
maximalen Wirkung ist wiederum nicht die Rede. Der in Tabelle IHI 
besprochene Versuch konnte, wie gesagt, als eine Andeutung nach dieser 
Richtung angesehen werden, in dem vorliegenden Versuche, wo der 
Unterschied im Trockengehalt so viel deutlicher ist, fehlt jeder Anhalts- 
punkt. Natürlich besteht die Möglichkeit, daß unsere Eiweißfraktionen 
kein oder nur ungenügend Antiinsulin enthalten; denn im Augenblick 


1) Siehe auch S. 341 dieses Bandes: Vorschlag von Dale für die 
Nacheichung. 
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unterscheidet sich die Darstellungsmethode des Insulins schon in 
frühen Stadien von der ursprünglichen Methode. 

Auffallend bleibt übrigens, wie schwer es auch schon früher ge- 
wesen ist, die hier betrachtete Erscheinung, das Auftreten von Anti- 
insulin willkürlich zu erzeugen, obwohl dies gerade uns längere Zeit 
viel Mühe gemacht hat?!). 


Einen Einfluß des Antiinsulins hinsichtlich der Zeit der maximalen 
Wirkung von verschiedenen Präparaten wagen wir nicht ganz aus- 
zuschließen ; glauben aber andererseits, daß der Trockengehalt an sich 
große Schwankungen aufweisen kann, ohne die Zeitwirkungskurve und 
wahrscheinlich auch die Resorptionsschnelligkeit bedeutend zu ver- 
ändern. Übrigens hat sich dies in der Praxis schon herausgestellt. 
Denn Präparate, die zwar sämtlich — im Vergleich zu den bisher 
künstlich verunreinigten -- nur geringen Trockengehalt (pro Einheit 
l mg haben), aber doch in bezug hierauf untereinander sehr ver- 
schieden (etwa 1 zu 20) waren, weichen in ihrer Wirkung nicht von- 
einander ab. Auch die Häufigkeit von Nebenerscheinungen (Schmerzen, 
Röte um die Injektionsstelle, Urticaria usw.) geht mit der Größe des 
Trockenrestes nicht parallel. Abgesehen von der Notwendigkeit der 
Befreiung von Antiinsulin, scheint das Bestreben von verschiedenen 
Fabriken und Laboratorien, zu Präparaten mit immer kleinerem 
Trockengehalt zu kommen, theoretisch sehr wichtig, praktisch aber 
kaum von Interesse. (Unser Laboratorium verfügte schon über 
Präparate mit nur 0,03 mg Trockengehalt pro Einheit, und in der 
Literatur sind noch geringere Zahlen angegeben.) 


Um auf unsere ursprüngliche Fragestellung zurückzukommen, 
so läßt sich aber schließlich durch eine immer stärkere Verunreinigung 
der Präparate in der Tat eine Verzögerung der Wirkung feststellen. Der 
gleichen Gruppe von vier Kaninchen wurde erst das eine Präparat 























Tabelle V. 

Gern | | Trocken. . Blutzucker pro 1000 EE 
wéi Datum Einspritzung | substanz nac | nach nach nach nach 

o, mg ee) 12Std. 3Std. 4Std. 5Std. 

ges Se ; Er = 

206 | 2.1. | 1770 108 us ke — 
91 | 2550 i 3cem F "` 0.25 1.09 029 0,53 0,95 1,06 1,10 
70 | 2170 BE)  % 0,94 0,14 0,60 HO 1,14 0.90 
121 : |! 1750 | 
206 | 27.1. u. 7 | | tehtt an Lab Kg 
91 | 9490 3com F 300 1,04 0.29' Kreta => 
70 2220 + Eiweiß ` 134 040 027 Kr. — — 
121 | . 1750 103 046 Kr. — — — 


1) Dasselbe teilte uns Casimir Funk gelegentlich mit. 
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mit wenig Trockensubstanz eingespritzt und nachher dasselbe Prä- 
parat, nachdem verschiedene Mengen Eiweiß hinzugesetzt waren. 

An anderer Stelle!) ist die Möglichkeit erörtert, daß das Entstehen 
oder Ausbleiben von Krämpfen weniger von der Tiefe des Blutzuckers 
abhängt, der überhaupt einmal erreicht wird, als von der Dauer 
der Senkung. Insofern könnten die letzten Versuche als ein Hinweis 
einer verzögerten Wirkung gelten, da bei allen (drei) Tieren beim zweiten 
Versuch nach einer Stunde der Blutzucker noch nicht so tief gesunken 
ist als beim ersten Versuch, wo sie nur 1/12% Trockensubstanz erhielten, 
dafür aber nach 2 Stunden Krampf auftrat, wo beim ersten Versuch 
der Blutzucker schon wieder gestiegen war. 

Hinsichtlich des Zeitpunktes der maximalen Wirkung läßt sich 
vermuten, daß er auch bei den eiweißreichen Präparaten hinaus- 
geschoben ist, da der Blutzucker während der Krämpfe wohl noch 
niedriger war als nach der ersten Stunde, wo beim Vergleichsversuch, 
wie eben gesagt, das Minimum der Senkungen gelegen war. 

In den zwei folgenden Versuchen wurde der Trockengehalt noch 
mehr gesteigert. 
























































‚Tabelle VI. 
DS ki Blutzucker ro 1000 
e Trocken» P 
" Datum a Einspritzung AUN sapo nach | nach nach | nach | nach 
i mg  PO™Al |] Std. |2 Std. |3 Std. |4 Std. | 5 Std, 
206 am | 1720. | 126 '0,701045| Kr.| — | = 
91 | 2200 l 3 ecm F 450 | 1,43 1,83 , 1,46 | 0,96 ' 1,06 0,68 
2250 j + Eiweiß | | 1,28 | 1,37 ! 0,69 0,93 0,90 | 0,83 
121 ' 1750 | | 1,08 0,95 0,40 0,67 0,48| 0,33 
s o Nr. | I KE H o | u m 
206 später ı gleich ? 
91 | . schwächer | länger 
10 ” nm | n 
KSE 121 ” mn k ” 2 
Zusammen: später | schwächer | länger 
Tabelle VII. 
vi | ah Trocken? . Ee 
CS, "Ste Einspritzung EE nach | nach | nach nach | nach 
ze mg Pormal "1 Sid. 2Std. 3Std. 4Std. 5 Std. 
Ben e ae a BGN 
206 10.11. | 1520 | 3cemF + Eiweiß 1,15 | 1,06 055 039 Kr.| — 
Ge | inzwischen Y =_l=z — =!i=]| — 
i K 2 haem F Inc E E SS 
191 2150 ) 3cem F 540 1.10 :0,99 054 0,45. 0,45: 0.55 


1750 | + Eiweiß 1,04 ¡1,17 0,44 0,43 0,56 0,69 


gei *) E. Laqueur. Grevenstuk und de Jongh, Deutsch, med. Wochenschr. 
323. S. 178 


378 S. E. de Jongh u. E. Laqueur: 








Nr. Hafe E o m 

206 | später id | S 

70 | E schwächer länger 
aa | ` KS" 
Zusammen: später | limar | "länger 





Was die Geschwindigkeit des Eintritts der Maximalwirkung an- 
belangt, so kann man in den letzten Versuchsreihen einen verzögernden 
Einfluß des hinzugefügten Eiweißes nicht leugner. Der Trockenrest 
ist aber dabei in solchem Ausmaß erhöht, wie es in praxi auch beim 
unreinsten Präparat nicht vorkommt. 

Um Einseitigkeit auszuschließen, haben wir obenstehende Ver- 
suche mit Eiweiß anderer Herkunft wie aus Pankreas nochmals 
wiederholt, so Serum von Hunden bzw. Kaninchen benutzt. 

Die Ergebnisse mit Insulin ohne und mit Zusatz von Hundeserum 
gibt Tabelle VIII wieder. 

Tabelle VIII. 





Blutzucker pro 1000 























ie Trocken» 
Nr. Datum en Einspritzung bebe normal nach | nach | nach nach nach 
E. mg a 2Std. | |3 Std. 4Std. 5Std. 
209 14.X. 2700 | 1,15 0,62 0,68 050 us 1,18 
96 2410 | leem D ' 34 | 100 0,71 '0,50 0,47 049 0/63 
5. 2930 | 1,22 0,5510,89 0,51 0,64; 0,84 
209 ` 22.X. | 2650 | 1cem D | 108 ,048'041 Ke — 
96 2270 A 20 Proz. , 17,4 0.95 0,37 050| Kr. — — 
5 2900 Hundeserum | | 116 | 0.22 Kr. = e 


Bei diesen Versuchen fällt der Unterschied in der Wirkung an den 
beiden verschiedenen Daten auf. Wir wollen hier nicht weiter auf die 
möglichen Ursachen dieser viel verbreiteten und für die Eithung so 
beschwerlichen Erscheinungen eingehen, sondern auf die voranstehende 
Mitteilung hinweisen. 

Mit Sicherheit geht aus der Tabelle VIII nicht hervor, daß das 
Hundeserum eine Verzögerung der Wirkung hervorruft, zumal Auf- 
treten der Krämpfe einen Vergleich in unseren drei Punkten erschwert. 
Andererseits ist die starke Wirkung am 22. Oktober auch nicht dem 
Einfluß von Serum als solchem zuzuschreiben, denn sie fehlt in folgenden 
Versuchen (s. Tabelle IX), wo dieselbe Mischung eingespritzt war. 





zabeite IX. 
| Gewicht | Trockene] Blutzucker pro 1000 
Nr. | Datum Einspritzung | | a A EEEE? 
| g mg normal 1Std. 12Std. |3 Std. |4 Std. | 5 Std. 














ee < nas on mom 7 
ap 16.X. 2210 Joen _, 0.96 |0,51 10,49 | 0,50 0,58? 
208 2230 | Hundes 174 ! 196 10880143 0.59 | 0,53 
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Um jedenfalls zu beweisen, daß das Serum selbst für den Blut- 
zucker indifferent ist, haben wir einige Versuche nur mit Serumein- 
spritzung gemacht. 

Tabelle X. 


Blutzucker pro 1000 














| Trocken» 
| ht f 
Nr. Datum une Einspritzung substanz | 


nach nach ' nach , nach 





e mg POTA | 1Std. | 2Std. ` 3Std. | 4Std. 

a ou. | 3010 |, | sem Í 1,20 | 1,26 | 120 | 135 | 1,18 
200 2210 ‚Hundeserum|) 14 | 1,52 | 1,41 | 1,48 | 1,33 | 1,26 
96 | 2700 1:5 | 1,06 | 105 | 124 | 1117 | 0.96 


| 


Endlich wurden noch 3 Einheiten Insulin mit oder ohne Zusatz 
von Kaninchenserum eingespritzt. 


Tabelle X1. 


Blutzucker pro 1000 




















i i | 

. Trocken»: 
Nr. Datum Gewicht Einspritzung REES BAER KE SNE mach Frech 
go! O mg ' | 1Std. | 2Std. | 3Std. | 4Std. 
18 7.XT. | 2850 ) Leem Ins. | g i 1,06 | 0,61 (0,48? | 0,77 | 1,01 
22 | 2150 | BE) "D 1,18 | 0,62 |058 | 0,67 | 063 
206 2910 h) Leem Ins. + | _ 099 | 0,55 069?| 081 | 116 
16 | 3420 | Kaninchenserum 165 107 | 0o86 1079 | 0.97 | 1.03 


Nur wenn man auf kleine Unterschiede der Reaktion einen nicht 
gerechtfertigten Wert legt, kann man hier von einem Einfluß des 
Serumzusatzes sprechen. 

Im Anschluß an das Vorhergehende haben wir noch versucht nach- 
zuweisen, ob durch Hinzufügen eines indifferenten Stoffes zum Lösungs- 
mittel eine Verzögerung der Resorption eintrat, um bei positivem Er- 
gebnis vielleicht bei der Diabetestherapie die Anzahl der Einspritzungen 
einschränken zu können. 

Dazu wurde Insulinlösung mit Gummi arabicum gemischt. Aus 
14 Versuchen, wobei neun Tiere Insulin mit Zusatz von Gummi arabicum 
erhielten, ergibt sich nicht mehr als eine Andeutung in der gedachten 
Richtung. Um zu einer Sicherheit zu kommen, wären noch mehr Ver- 
suchenötig. Aber daes sich hier im letzten Sinne nur um ein praktisches 
Ziel handelt: durch Erhöhung des Trockengehaltes Verlängerung der 
Resorption zu erreichen, so ist diese Zahl vielleicht genügend, um bei 
der Unschädlichkeit der Methode klinische Versuche an Menschen zu 
rechtfertigen. 

Tabelle XII gibt eine Übersicht über die Versuche, wobei die 
Mengen des Insulins und ferner auch die Mengen des zugesetzten 
Gummis etwas variiert wurden. 

Die Versuche (Gruppe a) machen den Eindruck, als ob Gummi- 
zusatz die Wirkung abschwächt, da nur in einem der Versuche die 
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Tabelle XII. 















































\ _ Blutzucker pro 1000 nach 
Gewicht i 

dá i SH eg une arab. d 2 Std. | 4 Std. 6Std 
79 | 25.x1. | 2460 |lcem, 2E., lOproz.| 0,68 ' 072: 10 
Gs a 2680 ebenso 06. — 13 
26.XI. | 2500 |1ccem,2E., 20 proz.!| 0,92 | 049 . 1,19 

112 2930 ebenso , 0,88 | 0,91 | 1.08 

24 | 1. XII. | 2250 1 ceni 4E., og | Kr. — ! — 

i [127 | 2250 ebenso | Kr. =. 
131 ı 2220 |lcem,4E.,20proz.| 0,24 | Kr. nach 3 Std. 
124 | 2480 ebenso | 0,36 033 039 
157 | 8, XIL | 2600 | 11⁄, eem, 3 E., 6 | 0,20 | 0,67 pe 
165 2870 ebenso | | 0,34 0,45 | — 
¿J155 || 9. XII. | 2730 ebenso 0,75 0,98 074 
176 2360 ebenso | 056 | 09 0.79 
37 2000 | 11/2 ccm, 3 E., 20 SE 039 . 0,45 088 
200 | 2070 ebenso | 08 | 075 | 074 


Krampfgrenze erreicht wird, was sonst wiederholt mit nur 2 Einheiten 
der Fall ist. Eine bessere Übersicht erhält man, wenn man zugleich 
Tiere mit Insulin, das entweder Gummi enthält oder von solchen 
frei ist, an gleichen Tagen einspritzt. Bei Gruppe b ist bei allen 
vier Tieren stärkste Wirkung zu erkennen. Daß die beiden Tiere. 
die Gummi erhalten haben, erst später Krämpfe zeigen bzw. da: 
Minimum des Blutzuckers nach 4 Stunden liegt und nach 6 Stunden 
noch immer ein sehr niedriger Blutzucker besteht, kann man als einen 
Ausdruck verzögerter Wirkung ansehen. 

Gruppe c ergibt denselben Eindruck; aber mehr kann man nicht 
sagen, da z.B. 176 und 200 keinen Unterschied zeigen, während ein 
solcher bei Vergleich von 155 und 37 wohl zu erkennen ist, und zwar 
in der Richtung, daß das mit Gummi behandelte Tier eine stärkere und 
längere Wirkung zeigt; die längere Wirkung ist auch bei Tier 165 gegen- 
über 157 zu erkennen. 

Zusammenfassung. 

Der allgemein verbreitete Eindruck, daß der Reinheitsgrad eines 
Präparats Einfluß auf die Resorbierbarkeit vom Insulin hat, wurde 
nur bestätigt bei Präparaten mit außerordentlich hohem Trockengehalt. 
wie sie nur durch absichtlichen Zusatz von Eiweiß zu erhalten sind. 

Bei normalen, d.i. in praxi vorhandenen Insulinpräparaten. ist 
auch, wenn der Trockengehalt sehr verschieden ist, kein Unterschied 
in der Schnelligkeit der Resorption festzustellen. 

Durch Beimischung von Gummi arabicum ließ sich die Andeutung 
einer Verzögerung erzielen. Dies würde klinische Versuche zur An- 
wendung bei Diabetikern rechtfertigen. 


Über Insulinzufuhr auf anderen Wegen als durch subkutane 
oder intravenöse Einspritzung. 


Von 
S. E. de Jongh, Ernst Laqueur und K. Nehring. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universität Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22, Juli 1925.) 


Von praktischem wie theoretischem Interesse ist es, die Zuführungs- 
wege kennenzulernen, auf denen eine Insulinwirkung zu erkennen ist. 

Der etwaige Ausschluß bestimmter Wege weist uns zum Teil auf 
die mangelnde Fähigkeit des Insulins hin, durch bestimmte Membranen 
zu dringen, zum Teil auf seine Eigenschaft, auf verschiedenen Schleim- 
häuten unwirksam zu werden, zum Teil läßt dies auch die Vermutung 
auftreten, es kämen vielleicht bei bestimmten Wegen noch irgendwelche 
Hilfsstoffe hinzu (krampfbefördernde aus der Subcutis) und dergleichen. 
Praktisch ist andererseits die Frage sehr wichtig, ob es nicht doch be- 
quemere Wege gibt und für den Patienten angenehmere als die 
subkutane bzw. intravenöse Einspritzung. 

Es ist deutlich, daß nach dem Gesagten auch negative Ergebnisse 
ein gewisses Interesse haben, zumal gewissen positiven, irreführenden 
Behauptungen gegenüber. 

Es ist nicht unsere Absicht, hier die gesamte Literatur zu be- 
sprechen, und wir verweisen darum auf die Monographie des einen von 
uns!) mit Grevenstuk; wir wollen uns auch hier im wesentlichen auf unsere 
eigenen Erfahrungen beschränken. 

Außer der subkutanen und intravenösen Zuführung ist im Augen- 
blick noch bekannt die intratracheale bzw. die pulmonale durch Inhalation 
und die perlinguale. Über die Zufuhr durch die Luftwege haben wir 
zum Teil in Gemeinschaft mit Grevenstuk?), zum Teil mit Heubner?) 
berichtet. Bei Kaninchen läßt sich durch intratracheale Einspritzung 


1) Grevenstuk und Laqueur, Insulin. Verlag Bergmann 1925; Ergebn. f. 
Physiol. 28. 
2) Klin. Wochenschr. 2, 1273, 1924. 
3) Ebendaselbst 2, 2342, 1024. 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 25 
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bei annáhernd gleicher Dosis, wie bei subkutaner Injektion deutliche 
Insulinwirkung erzielen, mittels Inhalation mit guten Zerstáubungs- 
apparaten ist dies bei Menschen geglückt!). Hierbei waren allerdings 
die nötigen Mengen viel größer als bei subkutaner Zufuhr, aber wohl 
allein, weil bei der Inhalation nur ein kleiner Teil in den Körper hinein- 
gelangt. 

Perlinguale Einwirkung ist nach den Untersuchungen von Mendel 
und Mitarbeitern?) aus der Goldscheiderschen Klinik zweifellos ein 
geeigneter Weg, er wird, soweit ung bekannt, auch schon ziemlich 
oft begangen. le 

Am meisten hat man natürlich versucht, ob Zufuhr per os nicht 
Erfolg hat. 

Trotz der vielen positiven Behauptungen glauben wir, daß dies 
mit Mengen, in irgendwie gleichen Größenordnungen, wie sie bei 
parenteraler Zufuhr angewandt werden, bisher nicht möglich ist. 

Wir benutzten zu unseren Versuchen Insulin Neerlandicum Organon. 

1. Insulin in gewöhnlicher Weise in n/100 HCl gelöst und mit 
Wasser in den Magen beim gesunden Kaninchen gebracht, gibt erst in 
außerordentlich hohen Dosen überhaupt einen Effekt auf den Blut- 
zucker, und zwar stets Senkungen leichtesten bis mittleren Grades, und 
dann auch keineswegs regelmäßig. Die Krampfgrenze, d.h. eine 
Senkung des Blutzuckers bis auf ungefähr 0,45mg pro Kubikzentimeter, 
oder Krämpfe haben wir niemals erreicht. Z. B. bei fünf Kaninchen, 
die bis 60 Einheiten (ursprüngliche = !/, Krampfgrenzdosis) erhalten 
haben, war der niedrigste Blutzuckergehalt 0,80 mg?) pro Kubikzenti- 
meter. | 

2. Eine Wirkung von Insulin per os sollte eintreten, wenn es 
zugleich mit Stoffen, welche die Resorption im Magen befördern. 
gegeben wird. 

a) Mit Alkohol*%). Eine Erfahrung an einem pankreaslosen Hunde. 
der täglich 100 Einheiten Insulin in zwei Gaben subkutan bekam und 
mit deutlicher Blutzuckersenkung zu reagieren pflegte, war negativ. 
. Unter übrigens gleichen Verhältnissen gaben wir ihm seine ganze Tages- 
menge Insulin (5cem) gemischt mit der doppelten Menge Alkohol 
durch den Magenschlauch auf einmal. Der Blutzucker war 3,4 Prom., 
3 Stunden nach der Einverleibung des Insulins 3,6 Prom. 


1) Siltensche Medikamenten Vernebler Dräger-Spiess, Sauerstoff- 
Zentrale Berlin NW 6, oder der Hirth-Inhalator der Inhalasan G. m. b. H. 
in Stuttgart. 

2) Klin. Wochenschr. 1, 470, 1924. 

3) In einem Artikel von uns in der Klin. Wochenschr. 2, 2342, 1924 
steht irrtümlich 0,60 mg. 

4) Winter und Smith, Brit. med. Journ. 1, 12, 1923. 
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b) Insulin zugleich mit CO,-haltenden Getränken. Kaninchen, die 
sejt mehreren Wochen nur mit Milch ernährt wurden, wobei nach Er- 
fahrungen des einen von ung!) der Magen einige Stunden nach der 
Mahlzeit, wie bei Omnivoren, leer wird, hungeıten 24 Stunden und 
erhielten dann je 30 Einheiten zugleich mit 50 ccm Selterwasser. 











"Gewicht! Blutzucker (Mittelwert aus 2 Bestimmungen) l 

















Nr. | 

S [l E | normal | nach 1 Std. : nach 2 Std. | nach 3Std. | nach 4Std. nach 6Std. | na nach 8Std. 
31 2250 118 | 1,20 1,14 1,29 0,84 0,91 1,11 
15 || 2450 | 1, 13 1, 13 1,06 1, 10 0,92 l] 11 1.05 





Mit dem letzten Tiere wurde derselbe Versuch nach 4 Tagen mit 
300! Einheiten wiederholt. 











| Blutzucker 

N Gewicht | Ä 

u i| normal E nach | nach nach nach nach nach nach 
"e = l'a Std. | 1Std. | 2Std. | 3Std. | 5Std. | 7Std. | 24Std. 











| 
5.2460 . ¡ 107 | 132 | 1,13 | 1,02 | 1,07 1,14 T 1,12 j 1,08 


Also selbst die 100fach so große Menge als sie, subkutan bei- 
gebracht, tiefste Blutzuckersenkung hervorruft, ist bei peroraler 
Zufuhr auch mit CO,-haltendem Wasser nicht imstande, irgend einen 
Effekt auszuüben. 


3. Insulin in anderer Weise als üblich bereitet, sollte gut wirken. 
Solche Behauptungen sind bis in die jüngste Zeit immer wieder aufgestellt 
worden. In der letzten Zeit erschien eine Mitteilung von L. C. Maxwell, 
N. R. Blatherwick und W. D Sansum?). Diese berichten, daß es ihnen 
gelungen sei, aus einer Fraktion bei der Insulingewinnung Insulin zu 
erhalten, das, per os gegeben, wirkt. 


Die Trennung vom gewöhnlichen Insulin soll darauf beruhen, daß 
dies aus saurem 80proz. Alkohol durch 4 Vol. absoluten Alkohols nieder- 
geschlagen wird, während das per os wirksame Insulin gelöst bleibt und 
durch Abdampfen der alkoholischen Lösung gewonnen werden kann. Nach 
unseren sonstigen Erfahrungen jedoch wird Insulin, wenn es vorher mit 
Kochsalz abgeschieden ist, aus saurem 80proz. Alkohol niemals vollständig 
durch absoluten Alkohol ausgefällt, sordern ein Teil des Insulins bleibt 
immer in Lösung, aus der es erst durch Äther niedergeschlagen werden kann. 


Da nach unseren Erfahrungen Insulin bei einer Extraktion ohne 
Säurezusatz an und für sich schlechter in Lösung geht, andererseits 
(s. ol es uns sonst nicht gelungen war, per os wirksames Insulin zu 
erhalten, haben wir genannte Vorschrift nachgearbeitet?). 





1) E. Laqueur, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 109, 1913. 

2) Amer. Journ. of Physiol. 70, 351, 1924. 

8) Wir danken hierbei Herrn Dr. Fritz Laquer von der N. V. Giesen 
Oss für seine freundliche Mithilfe im wissenschaftlichen Laboratorium 
der genannten Fabrik. i 
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10 kg frisches Pankreas werden fein vermahlen, 2 Tage in der Kiihlzelle 
mit 10 Liter 96proz. Alkohol (also ohne Sáure) extrahiert, dann abfiltriert 
und ausgepreßt. Der auf ein pe = 3,5 gebrachte Leckpreßsaft wird im 
Vakuum bei 20° bis 25° eingeengt auf etwa 1 Liter. Vom ausgeschiedenen 
Fett wird abfiltriert, und das Filtrat (Rohextrakt = R) mit 220g NaCl 
verrührt. Nach einigen Stunden wird das ausgeflockte Insulin abgeschópft, 
gut ausgepreßt und in 80proz. Alkohol (pg = etwa 3,9) gelöst. Vom 
ungelösten wird abzentrifugiert, und das Zentrifugat mit 4 Vol. absoluten 
Alkohols gefällt. Nach Stehen im Eisschrank wird der entstandene 
Niederschlag durch Abzentrifugieren entfernt (= N). Das Zentrifugat, das 
das Insulin per os enthalten soll, wird im Vakuum eingeengt auf 25 ccm, 
und diese Lösung (= O) wird durch Gabe per os an Kaninchen untersucht. 


Nachstehend die Versuchsergebnisse: 

Es bedeuten die Reihen ccm" und ‚Pankreas me". daß Lösungen 
in Kubikzentimeter gegeben werden, die einer bestimmten Menge des 
Ausgangspankreas entsprechen. 














Versuch 96. 
l. Rohextrakt = R. 
Nr. l Gewicht Eeer | Pankreas | | Blutzucker 
| g | ccm | g © normal | nach 2Std. | nach 4Std. 
228 | 2020 1,0 11,0 — ; 09% 1,04 
17 ` 2250 1,0 11,0 — | 0,94 09 
158 | 1950 4,6 50,0 — y 0,69 | 1,24 
20 | 2300 4,6 50,0 — | 1,18 1,26 





Wie zu erwarten, weil ohne Säure angesetzt, ist in diesem Versuch 
praktisch kein Insulin in Lösung gegangen. 


2. Aus Rohextrakt nach obiger Vorschrift aufgearbeitete Lösung O. 











Nr. | Gewicht | E Pankreas | Blutzucker 

| g ccm g | normal | nach 2 Std. nach 4 Std. 
26 | 2360 | 10 : 400 | 094 1,10 0,89 
29 | 2180 | 10 400 | 104 1.09 1.04 
56 | 1630 . 20 $00 | 108 0,98 1,00 
48 | 2120 , 20 em | 12% | 116 | 0,90 


Es läßt sich also bei diesem Versuch, obgleich Lösungen, die aus 
800 g Pankreas hervorgegangen sind, gegeben werden, keine Wirkung 
feststellen. 

Zur Bestätigung dieses negativen Ergebnisses wurde auf dieselbe 
Art noch ein Versuch angesetzt (Versuch 105). 

Dieser Versuch unterscheidet sich, ebenso wie der vorhergehende 
(Versuch 96), von vornherein von Versuchen mit Insulin, die auf ge- 
wöhnliche Weise hergestellt sind. Bei Versuch 96 zeigt der Rohextrakt R 
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Versuch 105, 
1. Rohextrakt = R. 

. n 

Nr. Gewicht | GE Pankreas Per en l Kamp 
g "ccm g 1 2 Std Ian y mS 

104 2200 > 12 | 100 | 1,10 1060 — 
197 1880 ` 12 | 100 , 1 05 | 0% — 
110 2200 3,0 | 25,0 0,82 0,59 — 
199 2450 3.0 250 | oe 072 © — 
17 1520 ı 60 | 500 | 043 0,38 ÉS 
18 © 1970 | 60 500 | 0,34 038.0 — 

5l 1880 | 60 500 | 032 | Agr 





2. Substanz N (= übliches Insulin), aus dem 80proz. Alkohol durch 4 Vol. 
absoluten Alkohols niedergeschlagen; Trockensubstanz = 0, 500 g. 








236 | 2500 0,5 20,0 0,75 1,15 — 
15 1650 | 0.5 20,0 | 0.70 | O, 13 — 
50 1750 1,5 60,0 ; 102 | 138 — 
25 1780 | 1,5 600 | 052 > 0,91 — 

3. Aus Rohextrakt aufyearbeitete Lösung O. 
a) per os gegebcn 

136 ` 1920 2,0 4000 ı 1,23 1,17 | — 
16 . 1880 2,0 400 | 107 0,93 ` — 

118 2080 4.0 8000 | 110 oui | — 

249 2100 | 4,0 8000 LI 103 | — 

2 1900 | 8,0 1600,0 | 1,16 1,05 | — 
b) subkutan 
eingespritzt 
78 1850 | 2.0 | 1000 ; — | — 1h 51' 
32 2170 | 2,0 | 1000 , — | — | 2h 8' 


mit Mengen, die 50 g Pankreas entsprechen, bei subkutaner Einspritzung 
nicht einmal Blutzuckererniedrigung; bei Versuch 105 gibt der Roh- 
extrakt mit Mengen entsprechend 25 g eine Senkung und mit Mengen 
= 50 g wirkliche Krämpfe. Bei gewöhnlicher Extraktion mit Säure 
wird die „Krampfgrenze‘ meist durch Mengen, die 2 bis 3 g und weniger 
Pankreas entsprechen, erreicht. 

Das Bisherige (Versuche 96, 1 und 105, 1) bedeutet also nur: Auch 
bei neutraler Extraktion ist etwas Insulin zu erhalten; dies zeigen auch 
die Ergebnisse mit der Substanz N (Versuch 105), daß man nämlich 
mit Mengen, die 60g Pankreas entsprechen, Senkungen hervorrufen 
kann. Die Versuche mit O (Versuch 105, 3b) zeigen, daß beim Nieder- 
schlagen mit absolutem Alkohol aus dem wenig Insulin enthaltenden 
Extrakt (R) doch nicht alles Insulin ausgefällt wird, das Filtrat also 
noch etwas Insulinwirkung behält, so daß mit Mengen entsprechend 
100 g Pankreas Krämpfe zu erzielen sind; aber, und das ist die Haupt- 
sache, auch wenn man größte Mengen (Versuch 105, 3a), die das 
I6fache der subkutan stark wirksamen Dosis betragen, per os gibt, 
und die 1600 g Pankreas entsprechen, fehlt jede Wirkung. 
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Kurz zusammengefaßt, läßt sich sagen, daß es mit der von Maxwell 
usw. propagierten Methode auch nicht gelingt, ein per os wirksames 
Insulin zu erhalten. 


b) Das sogenannte Pansecretin. Pansecretin mit insulinartiger 
Wirkung wurde mit ziemlicher Reklame in die Welt gesetzt und konnte 
sich eine Weile halten. 


Pansecretin ist ein Präparat vom ,,Harrower Laboratory”. Laut 
dem beigefügten Papier soll es ein Extrakt vom Schwanzteil des 
Pankreas sein, dem man saure Extrakte von der Duodenalschleimhaut 
hinzugefügt hat!). Es soll per os wirken und die Insulinproduktion 
im kranken Körper steigern. 


Eine erhöhte Insulinproduktion, kenntlich durch Wirkung auf 
den Blutzucker, ist nicht zueentdecken, denn der Blutzucker bleibt gánz- 
lich unbeeinflußt. Dies gilt nach unseren Versuchen für das Kaninchen 
wie auch nach Versuchen des Rijks-Instituuts voor Pharmaco-thera- 
peutisch Onderzoek!) für den kranken Menschen; auch war dort von 
therapeutischen Erfolgen, die ja auch auf andere Weise hätten ein- 
treten können, nichts zu merken. Dasselbe hat uns mündlich Prof. 
Snapper auf Grund von Versuchen an der hiesigen Universitätsklinik 
mitgeteilt. 

Bei uns hatte die Eingabe von Pansecretintabletten (in Wasser 
suspendiert, mittels Magenschlauchs bei Kaninchen, die 24 Stunden 
gehungert haben, gegeben) folgende Ergebnisse. 











Gewicht | 








| l 
S i| Pansecretin Normal | Nach 2Std. | Nach 4 Std. | Nach 8Std. : Nach 24 Std. 
2700 | 1Tabl | 123 | 155 ' 137 
1450 || 1 „ 1,45 1,41 1,37 
1520 | 3 , 1,76 1,47 | 2,02 1,54 
1500 | | 1,56 1,37 1,72 1,25 


Also Pansecretin hat auch in sehr hohen Dosen nicht den geringsten 
Einfluß auf den Blutzucker bei der für dieses Mittel vorgeschriebenen 
peroralen Zufuhr. 


Der Mangel einer irgendwie in Betracht kommenden Wirkung 
des Insulins per os kann außer an der mangelnden Resorptions- 
fähigkeit der Schleimhaut an der Zerstörung des Insulins durch 
Fermente oder an dessen Überführung in unwirksame Produkte liegen. 
Wir versuchten darum, den Magen zu umgehen und auch die Pankreas- 
fermente gar nicht bzw. verspätet einwirken zu lassen. 


1) Mededeelingen v. h. Rijks-Instituut v. Pharmaco-therap. Onder- 
zoek, Nr. 7, 1924. 
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a) Insulin in Salolkapseln gegeben bei einem normalen Hunde 
hatte keinen deutlichen Einfluß auf den Blutzucker. 

b) Versuche an der Thiry-Vellafistel. Bei der Operation (Fistel 
am oberen Stück des Jejunum) half uns Kollege Planelles aus Madrid, 
dem wir gern an dieser Stelle danken. 


Hund ‚Max‘, 15,5 kg, Blutzucker morgens 11 Uhr 10 Minuten nüchtern 
0,90 Prom. 11 Uhr 15 Minuten wurden 3,5 cem = 70-Einheiten Insulin mit 
10 ccm physiologischer Salzlösung in die Fistel gespritzt. Diese Flüssigkeit 
blieb fast 2 Stunden im Darm. 2 Uhr 15 Minuten war der Blutzuckergehalt 
gesunken bis 0,80 Prom., 4 Uhr 15 Minuten wieder normal 0,94 Prom. 

Zur quantitativen Deutung dieser Insulinwirkung sei hier mitgeteilt, 
daß einige Tage früher dasselbe Tier mit 10 Einheiten subkutan eine Blut- 
zuckererniedrigung bekam von 0,98 auf 0,82 Prom. 


Bei einem derartigen Hunde wurde einige Male Insulin’ in die 
Fistel gebracht zusammen mit Fett von hohem Schmelzpunkt. Nur . 
einmal beobachteten wir dabei eine deutliche, außerhalb des Schwellen- 
wertes liegende Blutzuckersenkung (als Schwellenwert nahmen wir 
Unterschiede an von 0,10 Prom.) gegenüber dem Normalwert: 





























Insulin | Normal | Nach 2 std. | Nach 4 Std. Nach 6 Std. 
25E. | 07 0,72 080 ' 083 
50 0199 0,87 0,91 0,84 
50 0,87 0,67 0,18 | 081 


Also fast alle unsere Versuche mit enteraler Zuführung hatten im 
wesentlichen ein negatives Ergebnis, jedenfalls in praktischer Hinsicht, 
da man so große Mengen (vielleicht 10- bis 50mal mehr als bei subku- 
taner Zufuhr) nicht gern wird geben können oder wollen. 

Neben der störenden Wirkung der Fermente des Magen-Darm- 
traktus spielt Mangel der Resorbierbarkeit durch die Schleimhaut 
sicher eine Rolle, denn sonst wäre wohl eine Wirkung vom Rectum aus, 
das im allgemeinen so gut resorbiert, zu erwarten. 

Auch hier waren die Versuche negativ. 

Mit 20 Einheiten gelang es beim Kaninchen nicht, einen deutlichen 
Effekt zu erzielen. Z.B.: 











: Blutzucker 
oem | In das Rectum gebracht | 
g 2 Nach 2Std. | Nach 4Std. 











780 | 20 | Einheiten i in Salbe h 0,98 Poni 0,88 Prom. 


Ähnlich negativ steht es wohl hinsichtlich Resorption per vaginam. 
Auf unseren Wunsch wurden einige Versuche an einer Patientin der 
hiesigen Universitätsklinik vorgenommen, dis sehr gut und regelmäßig 
auf Insulin reagierte; sie verliefen ergebnislos. 
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Da tracheale bzw. pulmonale Zufuhr, wie im Beginn erwähnt. 
positive Resultate haben, wurde auch die Nasenschleimhaut untersucht. 

Wir stellten die Versuche wieder am gesunden Menschen an, dessen 
Schwellenwert wir kannten. Entweder wurde trockenes Insulin durch 
ein gläsernes Rohr in die Nase einer nüchternen Versuchsperson ge- 
blasen, oder es wurde mittels gummierten Pap.ers oder Filtrierpapiers 
auf die Nasenscheidewand bzw. auf die untere Muschel geklebt. Bei- 
spiele aus den Versuchsprotokollen: (Wir geben hier absichtlich die 
Originalwerte der Einzelbestimmungen nach Hagedorn-Jensen, weil man 
sich so am besten über die Fehler orientieren kann). 

l. Versuchsperson A bekommt 5 Einheiten auf gummiertem Papier. 
Anfangsblutzucker 0,90 und 1,00 Prom. Nach 1 Stunde fällt das Papierchen 
aus def Nase, Blutzucker 0,83 und 0,85 Prom., nach 2 Stunden 0,96 urd 
0,91 Prom. 

2. Versuchsperson B, gleiche Versuchsanordnung. Das Papierchen 
blieb während der ganzen Dauer des Versuchs in der Nase. Blutzucker 
normal 0,91 und 0,92 Prom., nach 1 Stunde 1,09 und 1,04 Prom., nach 
2 Stunden 0,92 und 0,94 Prom. 

3. Versuchsperson C, das Papierchen wurde bloß eine Viertelstunde 
in der Nase gehalten. Blutzucker normal 0,94 und 0,94 Prom., nach 1 Stunde 
0,91 und 0,91 Prom., nach 2 Stunden 0,92 Prom. 

2 Tage später wurde der Versuch wiederholt mit 10 Einheiten auf 
Filtrierpapier. 

A. Blutzucker normal 0,93 und 0,94 Prom., nach 1 Stunde 0,82 und 
0.85 Prom., nach 2 Stunden 0,91 und 0,96 Prom. Das Papierchen wurde 
1, Stunde gehalten. 

B. Blutzucker normal 0,96 und 0,92 Prom., nach 1 Stunde 0,93 und 
1,02 Prom., nach 2 Stunden 1,30 und 1,25 Prom. Das Papierchen wurde 
länger als 2 Stunden gehalten. 

Es scheint also hier und da eineschwacheWirkung aufgetreten zu sein. 
Immerhin besteht ein auffallender Unterschied in der Resorptionsfähig- 
keit von der Schleimhaut der Nase und von der der tieferen Luftwege. 

Endlich haben wir noch Versuche mit perkutaner Zufuhr bei 
Kaninchen wie bei Menschen ausgeführt. Bei jungen Kindern ist von 
schwedischer Seite!) von Erfolgen berichtet. Mit einer Salbe, welche 
die Haut leicht erweicht, wurde Insulin gemischt. 

Die rasierte Haut eines Kaninchens wurde mit einem 20 Einheiten 
enthaltenden, etwa erbsengroßen Stück eingerieben. Blutzucker nach 
2 Stunden 1,0 Prom., nach 4 Stunden 0,51 Prom. 

Dieselbe Insulinmenge mit Vaselin eingerieben nach 2 Stunden 
0,97 Prom., nach 4 Stunden 0,93 Prom. 

Beim nüchternen Menschen erhielten wir folgende Ergebnisse 
(stets Doppelbestimmungen nach Hagedorn-Jensen). 


Als Beispiel gelte folgende Tabelle. 


!) A, Wallgren, Münch. med. Wochenschr. 1, 10, 1924. 


Insulinzufuhr. ` 389 








i É | ee i H Blutzucker Wm 
vV :h s ` Kier 
Geer | Insulin | nüchtern nach 2Std. 

_ Einheiten | Prom. Prom. 

A | 5 090 | 080 
B 10 | 0,94 0,95 
15 | 10 0/96 

C 5 | 1,02 0,84 
5 0,94 | 0,85 

D 5 0,94 0,84 
5 0,97 0,86 

5 | 0,91 0,83 

E 1 15 0,91 0,84 














Bei Versuchsperson C wurde auch einmal Salbe eingerieben ohne Insulin. 
Blutzucker nüchtern 0,94, nach 2 Stunden 0,93 Prom. 

Es scheint also tatsächlich möglich zu sein, Insulin auch beim 
Erwachsenen durch die Haut zu treiben. Die klinische Verwendbarkeit 


wird noch untersucht. 


Zusammenfassung, 


Insulin wird an Kaninchen bzw. Menschen gegeben: 

l. Enteral, 2. rektal, 3. vaginal, 4. nasal und 5. perkutan. 

Es werden Mengen angewandt in gleicher Größenordnung bzw. 
auch höherer, wie sie für maximale Wirkung bei subkutaner, intra- 
trachealer oder intravenöser Zufuhr nötig sind. Die Zuführungswege 
l bis 4 erweisen sich völlig oder annähernd vollkommen ungeeignet, 
da die Wirkung ganz ausblieb oder nur angedeutet auftrat. Dies 
gilt auch für 1. (enteral), wenn Insulin gleichzeitig mit Alkohol oder 
mit CO,-haltendem Wasser gegeben wird, oder wenn es nach bestimmten, 
angeblich erfolgversprechenden amerikanischen Methoden hergestellt 
wird. Ebenfalls das sogenannte Pansecretin hat auch in sehr hohen 
Dosen keine Wirkung auf den Blutzucker. Nur in der Thiry-Vella- 
fistel kann Insulin, gleichzeitig "mit hochschmelzendem Fett gegeben, 
eine gewisse Wirkung ausüben. 

Zu 5. (perkutan) läßt sich beim Kaninchen wie auch beim gesunden 
nüchternen Menschen ein Einfluß des Insulins nachweisen. Die klinische 
Verwertbarkeit des Verfahrens wird noch untersucht. 


Über den Glykogengehalt der Leber von Kaninchen 
unter Insulinwirkung, insbesondere nach Erfahrungen mit dem 
abschraubbaren Bauchfenster. 


Von 
A. Grevenstuk und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universität Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Für die Auffassung der Wirkung des Insulins hat sogleich nach 
seiner Entdeckung und von da ununterbrochen die Frage des Glykogen- 
gehaltes der Leber eine große Rolle gespielt. 

So einfach die Frage, so schwierig augenscheinlich die befriedigende 
Antwort, sonst wäre die Riesenliteratur darüber nicht zu verstehen. 
Auch im Augenblick besteht noch keineswegs Einigung, und völlig 
entgegengesetzte Meinungen stehen oft unvermittelt nebeneinander. 

Wir wollen diese nur in Form einer kurzen Übersicht wiedergeben, 
und zwar allein die, welche den Einfluß des Insulins auf den Glykogen- 
gehalt der Leber in vivo behandelt. 

Ganz im Anfang der Insulinforschung hatten die Torontoer 
Forscher folgende Ansicht geäußert: Bei pankreasdiabetischen Tieren, 
die ihr Glykogen zum größten Teil verloren haben, bewirke Insulin 
wieder eine Anhäufung, während es andererseits in großen Dosen bei 
normalen Tieren eine Abnahme des Glykogens verursache!). 

Viele haben sich den Kopf zerbrochen über den scheinbaren Gegen- 
satz zwischen beiden Befunden; noch verwickelter wurde es, als später 
auch Angaben auftauchten, daß beim normalen Tiere eine Glykogen- 
vermehrung zu finden sei, während von anderer Seite aufrecht gehalten 
wurde, daß doch: eine Abnahme eintrete. Soweit nicht die Methode 
bei der Verarbeitung (welche die Autoren oft gar nicht erwähnen) die 
Differenzen erklärt, muß man zunächst nur versuchen, die Befunde 
der verschiedenen Forscher zu ordnen, weil möglicherweise die ver- 
schiedenen Umstände der Tiere ein differentes Verhalten verständlich 
machen. Dabei zeigten sich uns als die zweckmäßigsten ordnenden 
Prinzipien: 





1) Macleod, Vortrag XI. Intern. Physiol.-Kongreß, Edinburgh 1923. 
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a) der Ernáhrungszustand im allgemeinen und speziell der direkt 
zur Verfügung stehende Kohlenhydratvorrat, 

b) die Tierart, 

c) die Insulindosis, 

d) die Tatsache, ob vor oder nuch einem Krampfanfall untersucht 
wurde. 

Als Ergebnis einer solchen Ordnung und zugleich kürzester Aus- 
druck geben wir eine Tabelle, ähnlich wie wir sie in unserer Monographie 
über Insulin!) zusammengestellt haben, aber ergänzt durch die neueren 
Untersuchungen, deren schon wieder eine ganze Menge sind. 


Tabelle. 


 hedeutet Zunahme gegenüber der Norm, — Abnahme, = Fehlen 
eines Unterschiedes. 
Leberglvkogen. 
Normale, gut ernährte Tiere. 
— Babkin, Brit. Journ. of exper. Pathol. 4, 310, 1923. 
— Brugsch, Med. Klin. 8, 1924. 
+ ?Cammidge, Brit. med. Journ. 1, 787, 1923. 
— (Kaninchen, große Dosen) Carrasco-Formiguera und Puche, C. r. 
Soc. Biol. 92, 813, 1925. 
= oder + (Kaninchen, kleine Dosen), Dieselben, ebendaselbst. 
— (Maus, Kaninchen) Dudley und Marrian, Biochem. Journ. 17, 435, 
1923. 
+ (Maus und Meerschweinchen) Dudley, Laidlaw, Trevan und Boock, 
Journ. of Physiol. 57, XLVII, 1923. 
Gewöhnlich — Macleod, Vortrag XI. Intern. Physiol.- Kongr., 
Fdinburgh 1923. 
= Mc Cormick und Macleod, Transact. Roy. Soc. Canada. Sect. V, 
63, 1923. 
— Nitzescu und Popescu-Inotesti, C. r. Soc. Biol. 89, 1403, 1923. 
— Staub, Klin. Wochenschr. 1670, 1923. 
— (Hund, große Dosen) Fisher und Lackey, Amer. Journ. Physiol. 
72, 43, 1925. 
Normal hungernd. 
— Brugsch, Med. Klin. 3, 1924. 
— — nach Krampf (Meerschweinchen und Kaninchen) Brugsch, 
Benatt, Horsters und Katz, diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 
oder — (Kaninchen) Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 21, 419, 
1924; Bonn, Med. Klin. 1, 327, 1925. 
+ (Kaninchen, kleine Dosen) Frank, Hartmann, Nothmann, Klin. 
Wochenschr. 1, 1067, 1925. 
+ (Kaninchen) v. Meyenburg, Schweizer med. Wochenschr. 1924, 
S. 1121. 
+ oder — (Maus), Derselbe, ebendaselbst. 
(Maus) Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 21, 419, 1924. 


| 


1) A. Grevenstuk und E. Laqueur, Insulin. München, Bergmann, 1925;7 
Asher-Spiros Ergebn. d. Physiol. 23, 1925. 
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Normal, eventuell hungerrd, + Glucose. 

(Kaninchen) Babkin, Brit. Journ. of exper. Pathol. 4, 310, 1923. 

Brugsch, Med. Klin. 3, 1924. 

(Meerschweinchen, Kaninchen) (höher als ohne Glucose, aber nicht 

höher als bei normalen Tieren ohne Insulin) Brugsch, Benat, 

Horsters und Katz, diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 

+ (Meerschweinchen) Collazo, Händel und Rubino, Deutsch. med. 
Wochenschr. 747, 1924. 

+ (Kaninchen) (auch bei subnormalem Blut- und Leberzuckergehalt; 
beim selben Tiere von Zeit zu Zeit verfolgt) Cori, Proc. Soc. 
exper. Biol. a. Med. 21, 417, 1924; Cori, Cori und Pucher, Journ. 
Pharm. a. exper. Ther. 21, 377, 1923; Cori, Pucher und Con, 
Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 20, 522, 1923. 

+ während der ersten 3 Stunden aber = Endzustand, Lesser, Die 
innere Sekretion des Pankreas 1924. 

— Macleod, Brit. Med. Journ. I, 45, 1924; Vortrag XI. Physiol.-Kongr. 
Edinburgh 1923. 

— (meistens) (zu große Dosen, Überreizbarkeit der Muskeln) McCor- 
mick und Macleod, Transact. Roy. Soc. Canada Sect. V, S. 63, 1923. 


++ 


Die Tabelle ermöglicht es jedem, der sich näher unterrichten will, 
die Originalliteratur nachzusehen; sie zeigt aber, worauf es uns hier 
ankommt, ohne weiteres in einer augenscheinlich bedeutsamen Frage 
die weitgehende Uneinigkeit; sie ist auch nicht durch eine bestimmte 
Ordnung der Versuche zu überbrücken, sondern sie bleibt auch zwischen 
den Ergebnissen anscheinend gleicher Versuche bestehen. 


Wen unsere Ansicht über die einzelnen Versuche näher interessiert, 
kann dies in der angeführten Monographie finden. Wir wollen uns 
diesbezüglich nicht wiederholen, nur eins: 


Fast alle Autoren haben sich damit begnügt, eine — meist nur 
sehr beschränkte — Zahl von insulinvergifteten Tiere zu töten, in 
ihren Organen den Glykogengehalt zu bestimmen, dann den Mittelwert 
zu berechnen und diesen zu vergleichen mit dem Wert, genommen 
von gleich behandelten, aber nicht mit Insulin eingespritzten Kontroll, 
tieren. Das Unbefriedigende dieser Methode liegt darin, daß die 
spontanen Schwankungen des Glykogengehaltes auch bei ganz gleich- 
mäßiger diätetischer Vorbehandlung der Tiere so groß sind, daß man 
eine außerordentlich große Zahl von Versuchstieren verwenden müßte, 
um diese Differenzen wirklich auszuschalten. 

So finden wir z. B. in unseren eigenen Versuchen (s. auch nachstehende 
Tabellen) bei gleicher Vorbehandlung der Tiere außerordentliche Unterschiede: 
so z. B. in Tabelle B bei Kaninchen 9a einen Leberglvkogengehalt von 
1.08 Proz., bei Kaninchen 12 6,93 Proz.!! Analysenfehler sind au: 
geschlossen, da immer Doppelbestimmungen vorlagen und die Unter 


schiede stets schon im Anfang (kleiner oder großer Niederschlag mit KOH) 
ohne weiteres ins Auge fallen. 
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Sehr willkommen war deshalb die von Cori!) angegebene Methode, 
die gestattet, an einem und demselben Tiere den Glykogengehalt der 
Leber von Zeit zu Zeit zu verfolgen. 

Hierzu wird dem Kaninchen ein abschraubbares Bauchfenster ein- 
gesetzt. Es ist das ein mit Schraubdeckel versehener Metallring, der 
nach Abtragen des Schwertfortsatzes in einen medianen Schlitz der 
Bauchdecken eingenäht wird. Die Tiere bleiben damit tagelang am 
Leben und verhalten sich, wenn sie aus der Operationsnarkose erwacht 
sind, anscheinend ganz normal. Wenn für zutreffende Abdichtung 
gesorgt wird, tritt jedenfalls in der ersten Woche keine Peritonitis auf; 
davon haben wir uns mehrmals durch bakteriologische und in 
allen unseren Fällen durch pathologisch-anatomische Kontrolle über- 
zeugt. Durch Abschrauben des Metalldeckels bekommt man die 
Leber unmittelbar zu Gesicht, und es ist nun merkwürdigerweise 
möglich, den Tieren ohne Narkose von Zeit zu Zeit Leberstückchen 
zu entnehmen, anscheinend ohne Schmerzen zu verursachen. Auch 
fehlt in der Mehrzahl der Fälle eine stärkere Blutung. Nachdem wir 
im Beginn mit dem Thermocauter, mit heißer Schere, mit Penghawar 
Djambi gearbeitet haben, ohne damit doch gelegentlich Blutung zu ver- 
meiden, haben wir später nur möglichst schnell das Stück abgeschnitten 
und nach Einlage von steriler Gaze das Fenster schnell wieder ge- 
schlossen. 

Die Methode hat also zweifellos große Vorteile. Die Corischen 
Befunde einer Glykogenvermehrung unter Einfluß des Insulins schienen 
darum beweisend, und das auch, obwohl die Versuchsanordnung etwas 
unübersichtlich ist (zwei- bis dreimalige Insulineinspritzung und Ver- 
abreichung wechselnder Mengen Glucose während jedes einzelnen 
Versuchs). 

Leider vermindert aber genaueres Zusehen außerordentlich die 
Beweiskraft der Behauptungen Coris. Sechs Versuche wurden mit 
Insulin und Glucose angestellt, und in allen ergab sich eine Zunahme 
des Glykogens. 

Wie wurde aber dieses Glykogen bestimmt? Dadurch, daß in den 
Leberstückchen einfach die Differenz bestimmt wurde zwischen freiem 
Leberzucker einerseits und dem nach Hydrolyse mit verdünnter Salzsäure 
ermittelten, auf Zucker umgzrechneten Reduktionswert andererseits. 

Auch wenn man annimmt, daß diese Mehrreduktion vollständig von 
abgespaltenen Kohlenhydraten herrührt, ist es doch nicht ohne weiteres 
zulässig, dies nur auf Glykogen zu beziehen?). Das gilt um so mehr, 





1) Cori, Cori und Pucher, Journ. of Pharm. and exper. Ther. 21, 377, 
1923. 


?) Siehe Anmerkung am Schluß der Arbeit, S. 402. 
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als gerade in den letzten Jahren die physiologische Bedeutung anderer 
Glucosekombinationen immer deutlicher zutage getreten ist. Wir 
erinnern hier nur an das Lactacidogen oder besser gesagt an die lacta- 
cidogenartigen Verbindungen, weiter an die verschiedenen Zucker- 
isomeren und Polymeren (y-Glucose, Neoglucose, Dextrine und andere), 
den ‚„Eiweißzucker‘‘ oder den ‚‚sucre virtuel' und vielleicht noch eine 
ganze Menge mehr, auf deren Bestehen eine Reihe von jetzt noch un- 
sammenhängenden Beobachtungen hinweist, die aber leider trotz 
ihrer zweifellos großen Wichtigkeit im Kohlenhydrathaushalt des 
Organismus noch ungenügend erforscht sind (s. auch das Schlußkapitel 
unserer Monographie). 

Die Wichtigkeit der Frage des Glykogengehalts der Leber nach 
Insulinzufuhr hat uns veranlaßt, die Corischen Versuche nach den- 
selben Prinzipien aber mit veränderter Methodik nachzuprüfen. 

Die Operationstechnik war genau dieselbe, wie die vom Autor 
beschriebene. 3 bis 6 Tage nach der Operation, als die Kaninchen sich 
bei reichlicher Fütterung vollkommen erholt hatten, wurde der Versuch 
vorgenommen. In einer Reihe von Fällen konnten die Tiere bis zum 
Versuch essen, in einer anderen nur bis 18 bis 24 Stunden vorher, und 
von diesen Tieren bekam ein Teil den Abend vorher 15 bis 20 g Glucose 
mittels Schlundsonde. Es wurde bestimmt: Körpergewicht, Körper- 
temperatur, Blutzuckergehalt und Leberglykogen, letzteres ‚nach der 
Methode von Goldfederovd!) aus dem Laufbergerschen Laboratorium. 
Es wird hierbei nach dem Pflügerschen Prinzip gearbeitet, aber man 
braucht nur Mengen von 0,8 bis 2g Gewebe. | 

Frl. Dr. Dingemanse in unserem Laboratorium hat erst eine Reihe 
von Kontrollbestimmungen vorgenommen, die wir ihren Protokollen 
entnehmen, da man so am besten die Fehlergrenze übersieht. 

Benutzt wird zu den Kontrollversuchen Glykogen (Br) (Brocades und 
Stheeman). 

&) Aus der nach Hydrolyse entstandenen Glucose berechnet, enthielt 
das Glykogen 84,4 Proz. trockenes Glykogen; ferner waren darin 11,1 Proz. 
Aq.; 2,2 Proz. Asche und (nach Stickstoff berechnet) 2,03 Proz. Eiweiß, zu- 
sammen 99,73 Proz. 

b) 1g Glykogen (Br), nach Goldfederová bestimmt, gibt 0,91g Glucose, 
mittels Faktor 0,927 umgerechnet 84,35 Proz. 

c) 2g Meerschweinchenleber 0,0685 g Glykogen = 3,42 Proz. 2g 
Meerschweinchenleber 0,0620 g Glykogen = 3,10 Proz., Mittel also 3,26 Proz. 

d) Zu je 2g Leber (dieselbe wie in c) werden je 0,100 g Glykogen zu- 

esetzt. 
S Gefunden 0,152 bzw. 0,148g Glykogen, hiervon abgezogen 0,0844 
zugefügtes „reines“ Glykogen bleibt 0,0676 bzw. 0,0636, im Mittel 0,0656 
= 3,28 Proz. 


1) Goldfederorá in Laufberger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 42, 601,. 
1924. 
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e) Um nachzugehen, ob bzw. wieweit die verschiedenen Stücke einer 
Leber sich im Glykogengehalt unterscheiden, untersuchten wir acht Stücke 
einer Leber eines normal genährten Kaninchens. 

















Aus rechtem Lappen | Aus linkem Lappen 
e | Pe | ege + Pro o 
3,20 | 0,25 | 2,8 | 0,20 
2,86 0,29 | 2,84 0,19 
4.51 0,22 0,26 Proz. | 3,23 0,23 0,21 Proz. 
3,27 | 0,25 | 314 | 023 


Wir haben gegenüber der ursprünglichen Methode die Leberstücke 
sofort in tarierte Zentrifugengläser eingewogen und dann kochende 60proz. 
Kalilauge dazugegossen, um möglichst jede postmortale Veränderung zu 
vermeiden, und haben die Zentrifugengläser bei der Kaninchenleber lieber 
2 bis 3 Stunden statt 30 bis 45 Minuten, wie es Goldfederovd für die Meer- 
schweinchenleber angibt, im kochenden Wasserbade gehalten. 

Die Blutzuckerbestimmungen wurden in triplo nach Hagedorn- 
Jensen in der Modifikation von Dresel und Rothmann, die Glykogen- 
bestimmungen in duplo ausgeführt. 

Um irgendwelche Schlüsse auf den etwaigen Einfluß von Insulin 
ztehen zu können, muß man das Verhalten des Leberglykogens am 
unbehandelten Tiere kennen, wir stellten darum eine fast ebenso große 
Zahl von Normalversuchen an und versuchten weiter, an demselben 
Tiere Leberstückchen in einer Normal- und einer Insulinperiode zu 
analysieren. 

Es zeigte sich, daß dieses letzte Verfahren vorläufig nicht geeignet 
ist. Theoretisch ist es wohl gut gedacht, um den intraindividuellen 
Faktor auszuschließen, aber praktisch ist die gerade hierbei gewünschte 
Konstanz nicht zu erzielen; der erste Eingriff, die wiederholte Leber- 
entnahme, veränderte das Tier doch, so daß man es beim zweiten 
Eingriff in geänderten Umständen findet. Möglich, daß, wenn man 
größere Zwischenräume zwischen die beiden Versuchstage legt (mehr 
als vier, wie wir getan), bessere Ergebnisse erhalten werden. 

Daß eine gute Erholung eintreten kann, dafür sei nur eine Zahl an- 
geführt. Kaninchen 9 ist zunächst bei einem Insulinversuch viermal Leber 
entnommen, es hat dabei Krämpfe gehabt, darum subkutan Glucose be- 
kommen; bei der letzten Abnahme ist 1,46proz. Glykogen in der Leber. 
Nach 4 Tagen wurde es wieder benutzt, es begann bei der ersten Leber- 
abnahme mit 2,54proz. Glykogen. 

Wir geben unsere Versuche in Form von zwei Tabellen. Die 
Tabelle A enthält die Kontrollversuche ohne Insulin, Tabelle B die 
mit Insulin. 

Die neben den Versuchsnummern stehenden Indizes a bzw. b be- 
deuten, daß am gleichen Tiere erst der bei a- beschriebene Versuch, nach 
einigen Tagen der bei b behandelte ausgeführt wurde. Die Tabellen 
sind ohne weiteres verständlich. | 
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Nr. bei 
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Tat, RR 





Gewicht 


beim 





Beginn Nach t2Stdn. Nach + 4Stdn. Nach *6Stdn: "hong" 


Blut» Gly Blut: | Gly» Blutes Gly» Blut» Glys But Gs 


Operation Versuch zucker kogen zucker kogen zucker kogen zucker kogen zu.ker ky.. 


_. Prom. Proz. Prom.! Proz. Prom. Proz. _Prom. | Proz. Prom Pri 


H GR Ke H 


nah 11 yd 








2 3600 3200 1,51 1144 316 | 055 264 0? 147 066 — Lë 
l4a 1950 , 1750 ; 1,37 0,10 1,71 |023 150 018 1,29 008 
17 | 2000 : 1800 ' 1,34 . 0,62 0,92 | 0,20 ı 168 027: 2,63 0,4 
20 | 2500 ` 2100 , 1,41 ¡ 0,16 | 
Ñ nahi, se 
Ae 1 3650 — 097 145 101 189 117 156 105 172 133 14 
5 2750 ' — 1,28 0,91 | 
6 | 2150 | — 125 182 144 182,171 157 157 1535 
7 | 2720  — | 1,18 1,46 116 165: 269 0,41 
9b; 2320 ` 2250 | 1,39 2,54 2,04 1,78 | 3,01 ' 0,55 | 
10b | 2650 ° — "128,088 1,32 0621052 0 - | 
lla! 1900 ' 1750 | 1,25 0,88 1,25 0,98 | 1,24 0,84 107 0,73 | 
3 | 3820 | — |111 -0,0 165 0,17, | | 
13b|| 2300 | — | 106 0 : | ` | 
18 "2520 ` 190 | — 014: — 002 | 
Tech | 
; | | 
Kasse IGewicht ~ Beginn | Nach + 2Stda. | Nach + 4Stdn. | Nach + 6Stdn. Nach langer 


Nr. bei 


14h! 1950 





| 
15 : 2470 | 
16 | 2530 ` 
19 | 2800 ° 
ii 
Ab 3650 ` 
8 | 2520 
Ya | 2320 | 
lOa: 2650 | 
llb! 1900 
12 | 2130 
| 
1 . 2650 
13a 2300 
ou | 1880 
22 2300 ` 
23 |, 2350 | 


, beim 


1550 


2010 
2100 
2450 


1710. 
1900 
1810. 


| Bluts . Glys | Blut» 
Operation ‚Versuch zucker ` kogen | zucker 


. Prom. Proz. ¡| Prom. 


a23 we ($09 0o15, 


} | 


Le a 
Gly» . Blut» | Gly+ '' Blut, Giy- Blut Gs 
kogen zucker kogen ' zucker | kogen zucker kogen 
Proz. . Prom. Proz. || Prom. Proz. Pron. Prz 








1 








| | Ä nach 6! ¿ Stdn 
0,87 10,48 | 0,90 | 049 054 0,62 05 
0,37 /0,16 | 0,27 | 0,34 | 0,07 


1,00 1008,05 (ou — 007 | 
1,92 ' 0,80 | 1,04 | 0221,21 | 0,21. 0,58; 0,07 
0,88 | 0,44 046 029 0,69 0,2 1,15 0,18 
0,70(?) 0,48 0,36 0,27 0,93 | 0,17 ' 1,64 . 0,06 
1,06 | 1148 1,04 , 0,75 1,27 0,88 | 
1,10 | 1,18, 0,98 | 1,81 1,52 | 0,57 | | 
1,18 108 0,23 | 1,98 | 0,632); 206 ' 0,54 | 1,46 
146 | 126 ' 061 | 0,54 050 | 0,50 : 0,48 0,18 
1,15 |059, 0,56 | 0,47 10,39 | 0,46 . 0,32 , 0,81 
162 16,98 0,57 | 5,98 10,46 | 4,77 | 0,54 4,44 
| 
| 


0:84 |, 0,23 


1,38 | 0,56 | 0,68 
085 ` 
| 


| 1,48 | | 

1,42 | 0,98 Ei 0,09 349 ¡0,08 3,03 0,06 
’ | ° 

1,37 | 0,27 E | 0,77 11,41 1180161 129 


| 
| 





; ' | 
109 018 | 0,16 103 oa 1,23 | 0,08 
2 1,23 | St á ı! 


| j 


-cre a m m — 


1) Eine Einheit = !;; Krampfgrenzdosis. — ?) 21/, Stunden nach der Insulininjektion Krampf md ` 
Stunde nach der Insulininjektion an. — 4) Die Tiere 21 u. 22 haben vielleicht 2 Tage etwas Heu erhalten. 
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Nach j Ernahrungszustand 
Stdn. 
| 18 Stunden hungernd 
` 24 n n 
|i 24 n n 
| 24 n n 
' Am vorigen Abend 
38,3 | 20 g Glukose per os 
| 20 n ” n ” 
| 15 „ » n 
` 20 a n n D 
b 20 n ” D N 
| 20, 5 e 
20 n bad n n 


| | Bis zum Versuch 
| | gut genáhrt 








4. 
Korpertemperatur 
H Nach | Nach | Nach 
E Vor 2 4 6 
| Stdn. | Stdn. | Stdn. 
| 40.0 | 396 | 39,3 | 392 
, 38,0 | 37,1 | 38,1 37,8 
| 38,9 | 39,0 | 36,3 | 35,6 
: 36,0 
38,6 | 38,2 | 38,2 | 38,2 
38,8 ¡ 
' 38,1 | 373 | 374 | 36,9 
t 39,0 | 384 
39,1 | 374 | 358 | 34,2 
39,2 | 39,5 
38,6 | 38,5 | 384 | 38,3 
39,1 | 38,5 | 
pl 38,7 | | 
] 
B. 
Körpertemperatur 
Nach | Nach Nach 
I Vor 2 4 
Stdn. Stdn. Sa: 
= E EE ai ia A 
d 38,2 | 38,1 
| 380 38,1 | 38,9 | 37,9 
391 | 375 | 370 | 375 
| 39,1 | 38,9 | 39,1 | 36,4 
| 39,0 | 379 | 36,5 
| 39,9 | 38,4 | 35,6 
39,2 | 38,0 | 36,6 | 37,4 
' 39,3 | 39,4 | 39,0 | 39,1 
| 38,7 | 38,2 | 35,6 | 32,9 
| 38,8 | 392 | 39,2 | 38,6 
' — | 382 | 372 | 373 
37,6 | 371 | 375 | 373 
37,0 | 36,0 
| | 
` 370 | 37,0 | 370 37,0 
| 
37,0 | 36,5 | 36,0 | 365 
37,5 | 375 | 37,5 | 35,5 


| 








Nach Ernahrungszustand 
d 


Stdn. ` 


|. 
24 Stunden hungernd 
2 


D n 
24 n ” 
24 a 
. Am vorigen Abend 
| 20 g Glukose per os 
20, n ” n 
20 7 P 
20 > n rn 
20, ” ” y 
20 , n n n 





'\ Bis zum Versuch 
| gut genährt 


| 1(?3) Tage hungernd !) , 


| 

1 1(23) , a 
4 n ” 

| 4 „ A 


d 


Anmerkungen 


| Zeit in Stunden 
| nach der 
| ersten Leberentnahme 


Überlebt 
| Stirbt (>7h < 24h) 
| Stirbt (5') 





| Überlebt 

i Stirbt (1h 15) 

| (7h 20’) 
(>2b 15) 
(4h 45) 

| (3h 15’) 

` ” Uberlebt 


i Stirbt (2h 30 


| n 





| TS 
| » (85) 


Anmerkungen 





LB 


Insulin Zeit in Stunden 
in Eins | 


h Ai nach der 
eiten | ersten Leberentnahme 
) 











| 
3 | Stirbt (2h 45’) 
3 l n, (5h 24°) 
' 3 | berlebt 
4,5 | Stirbt (>6h 30") 
| | 
| 36 || Stirbt (4h) 
3 | n, (1h 45) 
| 91 Uberlebt 
ı 9! 
9 | Stirbt (5h 45") 
y 9 | Überlebt 
i 83 | Getótet (6h 30”) 
9 Überlebt 
0,1 | Stirbt (4h) 
ol. ou 
0,1 | Überlebt 
| 0,1 | Stirbt (>9< 23h) 


E 


dersuf 20 ccm 20 proz. Glukoselösung subkutan. — 3) Die Zahlen in Klammern geben den Blutzucker eine 
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Wir benutzten drei verschiedene Versuchsanordnungen: eine 
Gruppe blieb 18 bis 24 Stunden ganz ohne Nahrung, die andere 
ebenso, erhielt jedoch den Abend vorher 20 g Glucose per os, und 
die dritte, die normale, durfte bis zum Versuch essen. Die Zahl der 
Versuche der einzelnen Gruppen ist nicht groß genug, um besondere 
Schlüsse zu rechtfertigen, wir besprechen sie darum am besten 
zusammen. 


Was den Anfangsglykogengehalt betrifft, so ist zwischen dem der 
Tiere, die kurze Zeit hungerten und dem der normalen kein Unterschied; 
dagegen zeigen die Tiere, die etwa 16 Stunden vorher Glucose erhalten 
haben, einen höheren Gehalt. Unter Berücksichtigung der Anfangs- 
werte der Tiere von Tabelle B, die also vor der Insulineinspritzung 
unter genau den gleichen Umständen, wie die entsprechenden Tiere 
der Tabelle A waren, erhalten wir für die (4) normalen Tiere 0,43 Proz.; 
für (7) 18 bis 24 Stunden hungernden 0,50 Proz.; für (9) mit Glucose- 
gabe 1,89 Proz. bzw. unter Weglassung des besonders hohen Gehalts 
bei einem einzelnen Tiere 1,25 Proz. 


Halten wir uns zunächst nur an Tabelle A, so kann man sagen, daß 
unter Einfluß des angeblich unschuldigen Eingriffs der Leberentnahme 
(die in Rückenlage aufgebundenen Tiere liegen währenddessen ruhig 
da und schreien, ja bewegen sich nur selten) der Organismus doch 
wohl in verschiedenen Fällen stärker betroffen wird. Der Blutzucker 
steigt in den meisten Fällen, gelegentlich auch bis zu hohen Werten. 
Dies tritt allerdings auch sonst bei Kaninchen auf, und zwar bei sicher 
unschuldigen Maßnahmen (Aufbinden auf den Rücken, intravenöse 
Injektion und dergleichen). 


Was nun die Hauptsache ist, das Glykogen zeigt die Tendenz zu 
sinken. Die Abnahme ist nicht ganz regelmäßig, denn es findet sich 
einmal nach 2 Stunden, ein anderes Mal nach 4 und 6 Stunden eine 
leichte, fast noch innerhalb der Fehlergrenzen liegende Zunahme. Im 
Mittel der elf Versuche ist aber die Abnahme nicht zweifelhaft, nämlich 
von einem Durchschnittsgehalt von 1,09 Proz. auf 0,85 Proz. in 2 Stunden 
nach der ersten Abnahme. Berücksichtigt man nur dieselben fünf Ver- 
suche, wo viermal Leber entnommen wurde, so sinkt der Gehalt von 
0,97 Proz. auf 0,83 Proz. in 2, auf 0,88 Proz. in 4, auf 0,78 Proz. in 
6 Stunden. 


Wir können nicht mit Bestimmtheit erklären, daß diese Abnahme 
ein völlig physiologischer Vorgang ist, d.h. daß ein Kaninchen auch 
ohne jeden Eingriff, nur ohne Futter gelassen, auch sogleich an Glykogen 
verliert. Bei längerem Fasten ist dies ja sicher, und darum ist es nicht 
unwahrscheinlich, daßdie Abnahmesogleich beginnt. Wie gesagt, ist dies 
nicht zu entscheiden, weil die Leberentnahme doch nicht so harmlos 
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ist. In einzelnen Fällen sinkt die Temperatur schon nach der zweiten 
Leberentnahme, und einige Male stirbt das Tier auch schnell. 

In einzelnen Fällen sickert im Laufe des Versuchstages doch noch 
so viel Blut aus der Leberwunde in die Bauchhöhle, daß die Tiere einen 
erheblichen Blutverlust erleiden. Aber auch ohne dies, sogar wenn 
keine Spur von Blutung besteht, können die Tiere nach den Entnahmen 
mehr und mehr kollabieren und liegen elend darnieder, bis unbemerkt 
der Tod eintritt. In der Zeit zwischen Operation und Leberentnahme 
haben sämtliche Tiere an Gewicht verloren. Man muß also zusammen- 
fassend wohl sagen, daß die theoretisch so schöne Methode in der 
Praxis doch Nachteile hat und, was uns hier am meisten interessiert, 
weder den Blutzuckergehalt noch den Glykogenbestand mit Sicherheit 
intakt läßt. Trotzdem ist dadurch nicht gesagt, dhß die Methode nicht 
doch gute Ergebnisse liefern kann. Aber als solche sind nur die an- 
zuerkennen, die an Tieren gewonnen sind, die wenig allgemeine Ver- 
änderungen zeigen und ferner einen Vergleich mit — abgesehen von der 
Insulininjektion — gleich behandelten Kontrollen gestatten. 

Sehen wir uns unter diesem Gesichtspunkt Tabelle B an. Die 
Anordnung ist die gleiche wie bei Tabelle A. Außer den dort genannten 
drei Gruppen von Tieren ist noch eine vierte, wo die Tiere 1 bis 3 bzw. 
4 Tage gehungert haben. Nur diese Gruppe erhielt niedrige, alle anderen 
hohe Insulindosen. | 

Wir benutzten Insulin Neerlandicum Organon. 

Insulin übt in relativ hohen Dosen (3 bis 9 Einheiten) regelmäßig 
eine Wirkung aus, zu erkennen am Sinken des Blutzuckers. Die Senkung 
ist aber geringer als sonst bei gewöhnlichen Kaninchen. Es treten 
auch nur ein einziges Mal Krämpfe auf. Diese augenscheinlich 
schwächere Wirkung des Insulins, schwächer als sie bei normalen 
Kaninchen auftritt, ist ganz entsprechend der Erhöhung des Blut- 
zuckers durch den Eingriff des Aufbindens, der Leberentnahme und 
dergleichen, wie wir sie an den unbehandelten Tieren gesehen (Tabelle A); 
d.h. das Insulin hat in diesem Falle einen ihm entgegengesetzten Ein- 
fluß zu überwinden. 

Das Glykogen sinkt fast stets außer in zwei Versuchen, wo einmal 
nach 4 Stunden (Nr. 1), einmal nach 2 Stunden eine außerhalb der 
Fehlergrenzen liegende Zunahme festgestellt ist (Nr. 9a). 

Die Zunahme bleibt nach 4 Stunden auch bestehen, nachdem das 
Tier wegen Krämpfen 20 ccm 20 proz. Glucose subkutan erhalten hat; 
nach 6 Stunden ist das Glykogen wieder gesunken, obwohl als Zeichen 
der noch bestehenden Insulinwirkung der Blutzucker niedrig ist. 

Bei den Tieren, die augenscheinlich durch den Eingriff der Leber- 
entnahme sterben, sinkt der Glykogengehalt sub finem sehr stark, und 
auch die Temperatur wird recht niedrig. Auffallend ist, daß in einem 
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Falle kurz vor dem Tode der Blutzucker wieder recht hoch wird, er 
steigt bis 1,64 Proz., während das Glykogen gleichzeitig annähernd 
schwindet; es ist, als ob der Körper die letzten Reste Zucker in den 
Kreislauf zu bringen sucht. 

Das Schwinden des Glykogens beruht aber wohl nicht nur auf 
dem Eingriff, sondern geschieht wahrscheinlich, wie schon oben aus- 
einandergesetzt, physiologischerweise; dies wird aber — und darauf 
kommt es hier an — durch die großen Dosen Insulin nicht aufgehalten 
oder etwa gar ins Gegenteil verkehrt. Denn auch in den beiden einzigen 
Fällen, wo wir eine Zunahme des Glykogens festgestellt haben, geht 
diese wieder schnell zurück, ja wird in einem Falle (Nr. 1) fast zum 
völligen Verlust, während der Blutzucker als Zeichen der noch be- 
stehenden Insulinwirkung niedrig ist. 

Das gleiche ist oben bei Versuch 9a erwähnt. Und beide Versuche 
betreffen Tiere, die überleben bzw. bei Wohlbefinden getötet sind. 

Der Vergleich der Insulintiere mit den Kontrollen (Tabelle A) 
zeigt, daß die durchschnittliche Abnahme des Glykogens bei den 
Insulintieren größer ist. Die Zahlen für die Normaltiere setzen wir in 
Klammern und erhalten: im Anfang 1,24 (1,09), nach 2 Stunden 0,97 
(0,85), nach 4 Stunden 0,80 (0,67), nach 6 Stunden 0,19 (0,52). 

Wenn wir uns aber nur auf den Vergleich der Tiere beschränken, 
die den Eingriff überleben und auch normale Temperatur behalten 
haben, so ergibt sich Tabelle C. 


Tabelle C. 


Re Lo DEA — 
5 Insulintiere — 11) Anfang 2 Stunden 4 Stunden | 6 Stunden 




















K || 0,97 || 0,77 (— 21 Proz.)| 0,79 (— 19 Proz.)| 0,80 (— 18 Proz) 
Glykogen Proz. “3 1.91 1,50 (— 21 Proz.) 1.33 (— 31 Proz.) 1,06 (— 44 Proz.) 

K | 1,02 || 1,43 1,39 1,22 
Blutzucker Prom. 1 | 1.24 || 051 0,46 0,59 

K | 388 | 38,3 38,5 | 38,4 
Temperatur Grad 1 | 38,7 38,3 38,0 | 38,0 





Die in Klammern beigefügten Zahlen in der Glykogenreihe geben 
die prozentische Änderung gegenüber den Anfangswerten. 

Wir sind nach diesen Versuchen nicht imstande, einen gesetz- 
mäßigen Einfluß des Insulins auf den Glykogengehalt der Leber zu er- 
kennen, wenigstens nicht in Dosen, die den Blutzucker stark herabsetzen. 
Wenn überhaupt ein Einfluß nachzuweisen ist, dann höchstens der, daß 
die Abnahme vielleicht noch etwas stärker wird, wenn die Tiere keine 
Nahrung während der Versuchsdauer, also bis zu 6 Stunden, erhalten. 
Keineswegs aber sprechen die Versuche für eine Bildung von Glykogen. 


1) Ohne Nr. 9a, weil das Tier Krämpfe hatte und während des Ver- 
suches Glucose erhielt. 
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Wir haben nicht den Eindruck, daß der Anfangsgehalt des Glykogens 
eine Rolle spielt, und daher wird es auch keinen groBen Unterschied 
machen, ob die Tiere bis zum Versuch schon 18 bis 24 Stunden ge- 
hungert haben oder bis dahin fressen bzw. statt der Nahrung am Abend 
vorher 20 g Glucose erhalten. 

Die Corischen!), oft zitierten, grundsätzlich wunderschönen Ver- 
suche als Beweis einer Glykogenbildung nach Einspritzung großer 
Dosen Insulin anzusehen, ist uns schon aus den oben erwähnten 
methodischen Gründen nicht möglich. Aber auch, wenn die von ihm 
festgestellte verstärkte Reduktion (nach Hydrolyse der Leber) auf 
Glykogen zu beziehen ist, beweisen die Versuche nur, daß aus Glucose 
Glykogen entstehen kann, auch in Gegenwart von Insulin, denn diese 
Glykogenbildung wurde nur festgestellt nach Eingabe von Glucose 
unmittelbar vor oder nach der Einspritzung von Insulin, und bei diesen 
- Versuchen wurde nur einmal festgestellt, daß die Glykogenbildung 
höher ist, wenn Insulin dabei ist, als wenn es fehlt. Im ganzen sind es 
überhaupt nur wenige Versuche, die mit Kontrollen zu vergleichen 
sind; und gerade auf die Differenz von normalen und Insulintieren 
kann es doch allein ankommen. 

Soviel über die großen, den Blutzucker deutlich beeinflussendenDosen. 

Uber kleine Dosen ist unseres Wissens nach nur eine vorláufige 
Mitteilung von Frank, Hartmann, Nothmann?) erschienen. Danach 
soll der Glykogengehalt von Kaninchen, die 11, bis 6 Tage hungern, 
höher werden wenn sie kleine Dosen Oe Einheiten pro Kilogramm) 
erhalten. Es fehlen leider noch nähere Angaben über die Technik, 
d.h. unter anderem, wie lange nach der Einspritzung die Tiere getötet 
sind. Unsere bisherigen Versuche mit kleinen Dosen weisen in dieselbe 
Richtung, denn die beiden Tiere, die 4 Tage gehungert haben und 
l'o Einheit erhalten, zeigen beide, namentlich das Tier, das den Eingriff 
gut überlebt, eine deutliche Zunahme, die allmählich jm Laufe der 
6 Stunden nach der Einspritzung stärker wird. Sollten weitere 
Versuche in derselben Weise ausgehen, dann wäre wohl vieles von 
den gegenstreitigen Meinungen durch die von Frank, Hartmann und 
Nothmann zuerst angewandte Technik, Gebrauch kleiner Dosen, erklärt. 


Zusammenfassung. 
l. Aus der umfangreichen Literatur über das Verhalten des 
(+ ykogens der Leber des gesunden Tieres nach Insulin lassen sich keine 
eindeutigen Ergebnisse ableiten. 
Der fast stets benutzte Vergleich zwischen verschiedenen 
Individuen, von denen ein Teil Insulin, ein anderer keines erhielt, hat 
1) l. e. 


2) Frank, Hartmann, Nothmann, Klin. Wochenschr. 1, 1067, 1925. 
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bedeutende Fehlerquellen, da der Gehalt an Glykogen bei Individuen. 
die unter gleichen Umständen gehalten werden, außerordentlich ver- 
schieden ist. 

Die Versuche von Cori und Mitarbeitern am abschraubbaren Bauch- 
fenster stellten demgegenüber einen bedeutenden Fortschritt dar, indem 
diese Methode den Vergleich des Glykogengehalts derselben Leber zu 
verschiedenen Zeitpunkten gestattete!). 

2. Eine Benutzung dieser Methode in 30 Versuchen an 20 ver- 
schiedenen Tieren zeigt, daß auch hier die Fehlerquellen beträchtlich 
sind, weil der Eingriff, die wiederholte Entnahme von Leberstücken, in 
verschiedenen Fällen nicht ohne Alteration des Tieres verläuft (sie ist 
zu erkennen an Mattigkeit, Schlappheit bis zum Kollaps, Blutzucker- 
steigerung, Temperatursenkung und Tod). Andererseits bleibt aber 
eine Reihe von Fällen, bei denen erstaunlicherweise stückweise Ent- 
nahme der Leber anscheinend ohne jede Reaktion verläuft. 

3. Unter genügender Berücksichtigung der Kontrollen ergibt sich, 
daß bei den Dosen, die einen erheblichen Einfluß auf den Blutzucker 
haben, von einem Einfluß des Insulins auf den Glykogengehalt nicht 
die Rede ist. Es sind 1 Tag hungernde Tiere gebraucht, sölche, die 
ebenfalls hungerten aber an dem Abend vorher 20 g Glucose mit der 
Schlundsonde erhielten und solche, die bis zum Augenblick des Ver- 
suchs essen konnten. Bei 12 Versuchen mit Einspritzung hoher Insulin- 
dosen, wobei aber nur einmal Krampf auftrat, ist nur zweimal eine 
außerhalb der Fehlergrenze liegende Zunahme des Glykogens fest. 
gestellt, während sonst im Gegenteil das Glykogen abnahm. 

Werden ausschließlich die Tiere verglichen, die den Eingriff der 
Leberentnahme überleben und durch Konstanz der Temperatur die 
relativ geringe Beeinflussung zeigen, so ist der mittlere Abfall des 
Glykogens bei den Insulintieren stärker als bei den Kontrollen. 

4. Bei kleinsten Dosen, die keinen Einfluß auf den Blutzucker 
ausüben, ist zweimal, und zwar bei den Tieren, die 4 Tage ge- 
hungert haben, eine Vermehrung festgestellt. Diesen Befunden soll 
besonders nach der Mitteilung von Frank, Hartmann und Nothmann, 
die zuerst auf die Bedeutung der kleinen Dosen in dieser Frage hin- 
gewiesen haben, noch genauer nachgegangen werden, da sie geeignet 
sind, die Kontroversen auf diesem Gebiet zu verringern. 








1) Anmerkung bei der Revision: Leider ist uns durch einen Zufall erst 
jetzt eine neue Arbeit von Cori (Journ. Path. u. exper. Ther. 23, 1, 
1925) vor Augen gekommen, worin Cori seine früheren Befunde ergänzt 
und auch die von uns kritisierte Methode der Glykogenbestimmung 
kontrolliert hat; darin steht auch der für unsere Frage wichtige Befund 
der Glykogenbildung durch Insulin in der Leber von phlorrhizin- 
vergifteten, wie auch von pankreaslosen Tieren. 


Einfluß von Glykogen- und Stärkeeinspritzung auf die Krämpfe 
von Insulinkaninchen. | 


Von 
S. E. de Jongh und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universität Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Als Einleitung zu den Versuchen von Lipmann und Planelles, 
die in der hier unmittelbar folgenden Mitteilung wiedergegeben sind, 
sollen auch die Befunde, die zu ihren Untersuchungen die Veranlas- 
sung gewesen, eine kurze Erwähnung finden. 

Glykogenarmut und hypoglykämischer Komplex, im besonderen 
Krämpfe, sind wiederholt in kausale Abhängigkeit gebracht worden. 
Der Mangel an Glykogen sollte verhindern, daß die nach Insulin ver- 
schwundene Glykose sich wieder bildet, andererseits sollte aber 
das Glykogen als solches einen günstigen Einfluß auf den normalen 
Zustand des Individuums ausüben. 

Von diesen Vorstellungen ausgehend, wollten wir nachsehen, ob 
die hypoglykämischen Erscheinungen sich durch intravenöse Glykogen- 
einspritzungen beseitigen ließen. Zum Vergleich mit der Wirkung 
des Glykogens sollte der Einfluß von Stärke auf die Krämpfe im be- 
sonderen verfolgt werden. Fast täglich wird in den letzten Jahren 
in unserem Laboratorium Kaninchen Insulin zwecks Eichungen oder 
zu anderen Versuchen eingespritzt. Verschiedene dieser Tiere be- 
kommen Krämpfe, sie erhalten dann gewöhnlich subkutan 4 g Glucose 
(20 ccm 20 proz. Glucoselösung), wonach Krämpfe und der oft daran 
anschließende komatöse Zustand schnell schwinden. Statt Glucose 
erhielten jetzt solche Krampftiere Glykogen und Amylum solubile. 
Da es uns der geringeren Löslichkeit wegen recht schwer schien, von 
diesen beiden Substanzen die gleichen Mengen zu geben als wir von 
Glucose einzuspritzen pflegen. stellten wir vorher fest, daß fast stets 
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statt der nun einmal üblich gewordenen 4 g Glucose auch 1 g Glucose 
genügt, um die Krämpfe wenigstens für 1. bis 2 Stunden zum Ver- 
schwinden zu bringen. Wir benutzten also 1 g Glykogen bzw. Amylum 
solubile suspendiert in 20 ccm. 

Als Insulin wurden die im Laboratorium gerade vorkommenden 
Präparate, meist Insulin neerlandicum Organon, aber auch Lilly und 
Burroughs Wellcome benutzt. 

Glykogen hatte, wenn subkutan gegeben, keinerlei Erfolg. Die 
Tiere behielten ihre eigenartige Haltung (entweder Seitenlage oder 
Bauchlage mit ausgebreiteten Beinen), ebenso ihre schnelle Atmung, 
und die Krämpfe wiederholten sich. ` 

Intravenös machten sich erhebliche Unterschiede je nach Ver- 
wendung von Glykogen verschiedener Herkunft geltend. 

Als wir z. B. zwei Krampfkaninchen intravenös Handelsglykogen 
[Glykogen D, nach Lipmann und Planelles!)] einspritzten, erholten 
sich beide, und zwar traten bei dem einen Tiere gar keine Krämpfe 
mehr auf, beim zweiten erst nach 11, Stunden. Als Erholung wird hier 
verstanden, daß die Tiere sich spontan wieder aufrecht setzen, herum- 
laufen und fressen. Die Erholung trat aber nicht so schnell auf we 
nach einer Glucoseeinspritzung, wo der Heilerfolg oft geradezu zauber- 
haft ist; es dauerte vielmehr etwa Y, Stunde, ehe der Erfolg deut- 
lich war. 

Dagegen sehen wir nach Einspritzung einer trüben, gelblich opalı- 
sierenden Lösung eines anderen Glykogens (Glykogen A nach Lipmann 
und Planelles) keinen Einfluß auf die Krämpfe. 

Beispiel. Ein Krampftier bekommt 2g Glykogen A intravenös. Sofort 
nach der Injektion wieder Krämpfe! Diese wiederholen sich im Laufe von 
11, Stunden noch zweimal. Dazwischen Seiten- bis höchstens Bauchlage 
mit ausgebreiteten Beinen. Nach 11, Stunden werden 20 cem 20proz. 
Glucose subkutan gegeben, wonach das Tier sich schnell erholt. 

Dagegen gab ein Glykogen B wohl den gewünschten Erfolg. Es 
war dies ursprünglich dasselbe eben genannte Glykogen A, aber vor den 
Gebrauch erst behandelt, wie es Lipmann und Planelles beschreiben. 
analog der Behandlung, die man bei der Herstellung von Amylum- 
solubile aus gewöhnlicher Stärke benutzt. 

Subkutan gab Amylum solubile ebensowenig Resultate wie Glykogen. 

Intravenös erhielten wir dieselben Ergebnisse als mit Glykogen D. 
und zwar Erholung bis zum spontanen Aufrechtsitzen, Herumlaufen usv. 
innerhalb 1/ Stunde. 

Achten wir besonders auf die negativen Ergebnisse, die wir mit 
Glykogen bekommen, so scheinen nicht nur chemische Eigentimlich- 





1) Siehe die hier folgende Mitteilung. 


Einfluß von Glykogen- und Stärkeeinspritzung auf Insulinkaninchen. 405 


keiten, sondern sicher auch die physikalischen Eigenschaften, vielleicht 
die Teilchengröße, für eine die Krämpfe aufhebende Wirkung in Betracht 
zu kommen. Dieses Ergebnis stimmt vollkommen überein mit den 
Versuchsregultaten von Lipmann und Planelles. ` 

Stärke und Glykogen beseitigen den Krampf wohl erst nach ihrer 
Spaltung; wenigstens ist dies aus der Latenzzeit (etwa 15 Minuten) 
zu vermuten, die zwischen Einspritzung und Wirkungsbeginn liegt. 


Zusammenfassung. 


Glykogen nach bestimmter Vorbereitung oder von bestimmter 
Reinheit ist imstande, bei intravenöser Einspritzung den hypogly- 
kämischen Komplex, im besonderen die Krämpfe nach Insulin bei 
Kaninchen zu beseitigen. 

Amylum solubile ist dazu auch fähig. Die Wirkung tritt etwa 
14 Stunde nach der Einspritzung ein, im Gegensatz zum unmittelbaren 
Effekt von Glucoseinjektionen. 

Subkutane Zufuhr ist bei Glykogen und Stärke stets wirkungslos. 


Einfluß von intravenóser Glykogen- und Stärkeeinspritzung 
auf den Blutzucker beim Kaninchen. 


Von 


F. Lipmann (Kónigsberg) und J. Planelles (Madrid). 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitát Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Bei Versuchen im hiesigen Laboratorium, den hypoglykämischen 
Komplex nach Insulin statt mit Glucoseeinspritzung mit Injektionen 
von gewöhnlichem Glykogen zu bestreiten, fiel es auf!), daß dies nicht 
glückte, während es mit Einspritzungen von Amylum solubile wohl 
gelang. Es war also anzunehmen, daß das Glykogen im Blute nicht 
so schnell den zur Beendigung des hypoglykämischen Zustandes not- 
wendigen Zucker liefere als die Stärke, mithin also für die Blutdiastase 
schwerer angreifbar zu sein schien. 

Genauere Arbeiten über den parenteralen Glykogenabbau haben 
wir nicht finden können. Schon Magendie (1), dem Entdecker der Blut- 
diastase, war bekannt, daß diese sowohl Stärke als auch Glykogen 
abzubauen imstande ist. Er hatte auch eine Erhöhung des Blutzucker: 
nach Stärkeeinspritzung bemerkt. Befunde, die darauf hindeuten. 
daß Glykogen schwerer angreifbar sei als Stärke, finden sich bei Schiff (2) 
und Claude Bernard (3). Sie teilen mit, daß nach Glykogeninfusion vie: 
seltener Glykosurie auftrat als nach Stärke. Auch Tiegel (4) brauchte 
sehr große Mengen Glykogen, um Zucker im Harn zu erhalten. Die 
Mehrzahl der Arbeiten (5) und besonders der neueren, die sich mit 
der Diastasewirkung beschäftigen, enthalten keine Angaben über die 
Wirkung auf Glykogen. Wie wird denn überhaupt der Zuckergehalt 
des Blutes durch intravenöse Injektion der Stärke und des Glykogen 
beeinflußt ? Hierüber fehlen, wie es scheint, genauere Angaben gänzlich. 
Verzár (6) hat sehr ausführliche Untersuchungen über den parenteralen 
Stärkestoffwechsel mitgeteilt. Über das Verhalten des Blutzucker: 
finden sich aber keine Angaben, und diese interessierten uns im vor- 
liegenden Falle besonders. Wir kommen auf Verzars Untersuchungen 
später noch zurück. 


1) Siehe vorhergeherde Mitteilung. 
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In einem orientierenden Versuch verglichen wir zunächst in vitro 
die Wirkung der Serumdiastase auf Stärke und auf Glykogen (A). 
Das hierzu, wie auch zu den eingangs erwähnten Versuchen verwendete 
Glykogen war ein von Dr. Fritz Laquer im Laboratorium der N. V. 
Organon durch Fällung mit Bariumhydroxyd + Ammoniumsulfat 
aus Schweineleber erhaltenes Präparat, das etwas gelblich aussah, 
3,5 Proz. Aschebestandteile und 3,5 Proz. Eiweiß enthielt. Die wässerige 
Lösung war leicht gefärbt, opaleszierend trübe, in dickerer Schicht 
undurchsichtig. Wir danken Herrn Dr. Laquer freundlichst für Über- 
lassung des Präparates. 

Das zu dem Versuch verwendete Serum war frisch abzentrifugiertes 
Kaninchenserum. 


Glas I: 5cem lprom. Glvkogenlósung + 1 cem Serum 
e, EES, E un, e ” +l n Sé 
e "Mate ve gie SE Ge (Kontrolle) 
Am, o e ` ge + Leem Serum 
en, Ma D gp E e > (Kontrolle) 


Die Gläser wurden, mit Toluol überschichtet, und 17 Stunden im 
Brutschrank bei 37° belassen. 

Zur Glykogenbestimmung verwandten wir eine ältere kolori- 
metrische Methode von Jensen (7). Es wird die Jodfärbung mit Ver- 
gleicheglásern gemessen. Enteiweißung mit Trichloressigsäure läßt 
das Glykogen quantitativ in Lösung. 

Glas I: enthielt kein Glykogen mehr. 

>» H: 2 0,8prom. Glykogen. 

„ HI: S 1,8 ,, eg 

» IV: gibt mit Jod leicht rótliche Färbung. 

en E FT „ tiefblaue Färbung. 

Schon aus diesem Versuch konnten wir ersehen, daß das Glykogen 
weniger angegriffen wird als die Stärke. Unsere anfängliche Annahme 
schien sich also zu bestätigen. Die tierische Stärke wurde schwerer 
vom tierischen Organismus verbraucht als die pflanzliche Stärke. 
Genauere Daten durften wir von der Untersuchung des Zuckergehalts 
des Blutes nach intravenöser Kohlenhydratinjektion erwarten. 

Alle Versuche wurden in gleicher Weise angestellt. Einem 
nüchternen Kaninchen wurden innerhalb 10 bis 20 Minuten 20 bis 
22 ccm frisch bereiteter 5 bis 6proz. Lösung von Glykogen bzw. Amylum 
solubile mit einer Rekordspritze in die Ohrvene injiziert, und in kurzen 
Abständen der Zuckergehalt des Blutes mit der Hagedorn-Jensenschen (8) 
Methode in den Modifikationen von Dresel und Rothmann (9) bestimmt. 
Alle Werte in den folgenden Protokollen sind die Mittel aus zwei 
Bestimmungen. 

Zu den Versuchen Tab. I, II und III wurde Glykogen A verwendet. 
In I und II ist überhaupt keine Blutzuckerbeeinflussung zu bemerken. 
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In III zeigt sich eine nach 1 Stunde beginnende, zum Schluß des 
Versuches noch anhaltende leichte Blutzuckererhöhung. Von diesem 
Glykogen konnten wir also auch eine Beeinflussung des hypo- 
glykämischen Komplexes gar nicht erwarten. 


















































Tabelle I. 
Kaninchen 91. Injektion 22 ccm 6proz. Glvkogenlósung (A). 
wei zu NN Sege Es D Blutzucker 
_ Proz. BR ER Proz. 
0,119 55’ | 0,082 
HS tion 65 | 0,099 
E 0,109 75 0,102 
0,088 85 | 0,101 
| 0,096 95 0,099 
e f 0,096 105 | 0,096 
Tabelle II. 
Kaninchen 91. Injektion 22 ccm 6proz. Glykogenlösung (A). 
| Zeit | Blutzucker Zeit . Blutzucker 8 
A N . Proz. BEER Pro, a 
0 | 0,122 5, 0,118 
Injektion 65 0,078 
15 | 0,138 105 0,098 
25 | 0,118 125 | 0,092 
35 | 0,130 135 0,083 
Ap ` 0,096 145 ` 0,072 
Tabelle III. 
Kaninchen 10. Injektion 22ccm. proz. Glykogenlösung (A). 
u Zeit Blutzucker | Zeit i Blutzucker o 
EE Dee Para 
o o| 0,123 o | 0,114 
Injektion ` 55 | 0,113 
o ` 0,127 65 | 0,151 
15 | 0,128 oo |] 0,147 
30 À 0,117 90 | 0,148 
35 | 0,106 105 ( 0,145 


Aus den Angaben der Literatur hatten wir ja gesehen, daß auch 
früheren Untersuchern schon ein Unterschied in der Verwertbarkeit 
der Stärke und des Glykogens zu ungunsten des letzteren aufgefallen 
war. Sollte es aber nicht doch an dem von uns verwandten Präparat 
liegen, daß wir einen offenbar viel geringeren Abbau des Glykogens 
fanden ? 

Die so gut abgebaute lösliche Stärke wird ja durch verschiedene 
Verfahren aus dem Ausgangsmaterial gewonnen, die alle darin bestehen. 
den großen Stärkekörper zu zerschlagen. Unter anderem verwendet 
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man bekanntlich hierzu auch leicht hydrolysierende Prozeduren. Auf 
gleichem Wege versuchten wir nun ein leichter angreifbares Glykogen 
zuerhalten. In Versuch Tab. IV injizierten wir ein durch einstündiges 
Kochen in n/2000 HCl erhaltenes Glykogen B. Es zeigte sich eine 
leichte Blutzuckererhóhung. 


























Tabelle IV. | 
Kaninchen 10. 20cem 5proz. Lösung von Glykogen Bin 10 Minuten injiziert. 
Zeit Blutzucker Zeit | | Blutzucker 
= Zn ZI Proz. =. 7. 702 6 O AU MS Proz _ er 
0 0,132 0 | 0,134 
Injektion | 50 3 0,142 
10' | 0,170 60  - 0,135 
20 |! 0,140 2 Stdn. | 0,130 
30 li 0,138 ai, „ | 0,113 
Tabelle V. 
Kaninchen 21. 17 cem 5proz. Lösung von Glykogen C innerhalb 20 Minuten 
injiziert. 
| ee | Blutzucker Zeit | Blutzucker 5 
o... Proz. al = Peroz. 
el a D Es A 
0 | 0,130 EW 0,169 
Injektion ` 65 E 0,164 
20' | 0,151 80 í 0,145 
30 | 0,150 180 Ñ 0,134 
40 0,166 240 . 0,102 





In Versuch Tab. V verwendeten wir ein 15 Minuten bei 40% mit 
n/1 HCl vorbehandeltes Glykogen C. Dieses Präparat bewirkte schon 
eine länger dauernde Erhöhung des Blutzuckers. Wie es schien 
war das Glykogen also durch die leichte Hydrolyse für die Diastase 
angreifbarer geworden. Ob es sich hier um eine Zerkleinerung des 
Kolloidkórpers (das Aussehen der behandelten . Präparate . hatte sich 
nicht geändert, die Lösung war gleichfalls leicht getrübt und gefärbt) 
oder um eine Zerstörung von hemmenden Begleitstoffen handelt, 
können wir aus diesen wenigen Versuchen nicht entscheiden. Wir 
beschafften uns nun ein reineres Präparat — 0,46 Proz. Stickstoff, 
1,8 Proz. Asche —. Es war vollkommen weiß und löste sich zu einer 
leicht opaleszierenden durchsichtigen Flüssigkeit. Von diesem Gly- 
kogen D stammen Tabelle VI und VII. Die Tabellen zeigen eine sehr 
starke und über 3 Stunden sich erstreckende Blutzuckererhöhung. 
Unsere Vermutung hatte sich also bestätigt. Mit diesem Präparat 
gelang es auch, den hypoglykämischen Komplex zum Verschwinden zu 
bringen. Wir sehen aus diesen Versuchen, von wie großer Bedeutung 
der Zustand des Glykogens für die Fermentwirkung ist, und wir glauben 
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Tabelle VI. 
Kaninchen 10. 22ccm 5proz. Glykogenlósung (D) innerhalb 10 Minuten 











injiziert. 
ES o u Blutzucker o Zeit o Blutzucker 
= We en | ei NEE SE Proz = en o, Reue De E N $ i S Proz. | A TR 
0 | 0,121 an 0,153 
Injektion 60 | 0,148 
10 o 0,211 11, Std. | 0,147 
15 Ä 0,191 | 6! 0,153 
20 ) 0,169 PS 0,153 
30 | 0,160 os | 0,119 
40 | 0,161 








Tabelle VII. 
Kaninchen 133. 20ccm 5proz. Glykogenlósung (D) innerhalb 10 Minuten 




















injiziert. 
Zeit Blutzucker Zeit | Blutzucker 
SE Pro Li: 1 Proz. ` 
0 | 0,132 40' 0,188 
Injektion | 50 0,178 
10' 0,245 60 0,181 
15 0,222 90 | 0,193 
om "om 120 | 0,190 
25 O 0,197 3 Std. 0,176 
30. 1 0,202 


Das Glykogen (D) enthielt minimale Spuren reduzierender Substanz. 


uns auch berechtigt, die eingangs mitgeteilten Befunde aus der Literatur 
über die Differenz der Verwertbarkeit von Stärke und Glykogen auf 
die Unreinheit der Präparate zurückzuführen. 

Tabellen VIII und IX stammen von Versuchen mit Amylum solubile. 
Aus ihnen geht hervor, daß die Blutzuckerkurven für Glykogen D und 
Amylum solubile durchaus gleichartig verlaufen. In den hier unter- 
suchten Fällen steigt der Blutzucker sofort nach der Injektion auf 
Werte von über 0,2 Proz., um langsam erst im Verlauf mehrerer Stunden 


Tabelle VIII. 
Kaninchen 200. Amylum solubile, 5proz., 20 cem innerhalb 10 Minuten. 

















Zeit | Blutzucker Zeit | | Blutzucker 

© Proz ein A _ © Proz. ` 
0 0,118 40 0,180 
Injektion 60 0,169 
10' 0.209 75 | 0,158 
15 | 0.105 H | 0,161 
20 r. 0,178 120 0,149 
25 0.176 150 i 0,129 





30 0,179 31, Std. | 0,144 
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Tabelle IX. 
Kaninchen 201. Amylum solubile, 5proz., 20 ccm innerhalb 10 Minuten 
injiziert. 
Zeit | Blutzucker Zeit | Blutzucker 
2r en ER ` E E Proz._ SE un —o SL Proz. 
0 0,129 40' | 0,164 
Injektion ` ` 55 | 0,163 
10' | 0,229 75 | 0,136 
25 | 0,175 105 i 0,154 


zur Norm zu sinken. Injizieren wir eine etwa äquivalente Menge Zucker, 
so ist die Blutzuckererhöhung spätestens nach 1 Stunde abgeklungen. 


Nach der Annahme Verzárs verbleibt die intravenös injizierte 
Stärke lange Zeit im Blute, und er glaubte aus verschiedenen Gründen, 
deren nähere Erörterung hier zu wejt führen würde, darauf schließen 
zu dürfen, daß die Stärke vollkommen im Blute über Glucose ver- 
brannt wird. Seine mit Stärke behandelten Versuchstiere zeigten näm- 
lich, was er als besonderes Argument anführt, eine Erhöhung des respira- 
torischen Quotienten. von durchschnittlich 3 Stunden. Auch die von 
uns gefundene Blutzuckererhöhung erstreckt sich über etwa 3 Stunden. 
Wir glauben in diesem Befunde eine weitere Bestätigung der Annahme 
Verzárs sehen zu dürfen, daß der Abbau der intravenös injizierten 
hochmolekularen Kohlehydrate zum mindesten bis zum Zucker voll- 
kommen vom Blute geleistet wird. 


Zusammenfassung. 


Die Angreifbarkeit des Glykogens durch die Blutdiastase ist in 
hohem Grade abhängig von der Reinheit des injizierten Práparats. 

Nach intravenóser Injektion sowohl von Stärke als auch von 
Glykogen konnten wir eine 3 Stunden andauernde Blutzuckererhóhung 
feststellen. 
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Uber die Dialysierbarkeit und Adsorbierbarkeit des Insulins. 


Von 
Elisabeth Dingemanse. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Institut der Universitát Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 
A 


Man findet in der Literatur in bezug auf die Dialysierbarkeit von 
Insulin durch Membranen noch immer einander widersprechende An- 
gaben. Nach Dudley!) geht bei der Filtration unter Druck das crude 
Insulin nur in minimalen Spuren durch eine Kollodiummembran. 

Dagegen geht nach Shonle und Waldo?) beim längeren Dialysieren 
mittels Pergamentpapiers oder Kollodiummembran ein ganz bedeutender 
Teil des wirksamen Bestandteiles durch die Membran hindurch; laut 
ihrer Angabe 20 bis 50 Proz. Auf diese Weise erhielten sie ihre reinsten 
Präparate. In der Arbeit von Piper, Allen und Murlin 3) wird erwähnt, 
daß das Insulin nicht durch eine Membran passiert. In bezug auf die 
Adsorption von Insulin durch Kaolin und Kohle wird von Shonle und 
Waldo $) angeführt, daß das Insulin durch beide Substanzen schnell 
adsorbiert wird. Auch Best und Macleod 5) fanden dasselbe. 

Nach Piper, Allen und Murlin $) wird Insulin in saurer Lösung von 
Tierkohle adsorbiert, nicht aber in neutraler Lösung. 

Saurer, neutraler oder alkalischer Alkohol ist nicht imstande, das 
Insulin von der Kohle oder von Kaolin zu lösen. 

Locke und Hirsch”) haben ein Lilly-Präparat, 400 Einheiten ent- 
haltend, auf die Hälfte verdünnt und der Elektrodialyse unterworfen. 
Sie benutzten dafür einen speziellen Apparat und dialysierten bei 
einem Strom von 90 Volt 5 bzw. 10 Stunden lang gegen destilliertes 
Wasser. In dieser Zeit war alles Protein (Insulin) auf der Anoden- 
membran niedergeschlagen. 


1) Biochem. Journ. 17, 376, 1923. 

2) Journ. of biol. Chem. 58, 731, 1924. 

3) Ebendaselbst 58, 321, 1924. 

4% Le. 

8) Journ. of biol. Chem. 55, XXIX, 1923. 
6) Le 

1) Journ. of Amer. med. ass. 1924, S. 1913. 
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Dann wird die Lösung samt Niederschlag zentrifugiert. Der 
schwarzgrüne Niederschlag betrug in einem der beiden Versuche 16 mg, 
die Trockensubstanz pro Einheit 0,046 mg. In einem Falle wurden von 
den dialysierten 480 Einheiten nach der Elektrodialyse im Niederschlag 
300 Einheiten, im Filtrat 30 Einheiten zurückerhalten, im ganzen also 
68,8 Proz. zurückgefunden. 

Im zweiten Versuch war die Dialysenmembran um die Hälfte 
kleiner. Hier wurden von 480 Einheiten im Niederschlag 340 und im 
Filtrat 110 Einheiten zurückerhalten, also insgesamt 93,8 Proz. des zu- 
geführten Insulins. 

Aus dem letzten Versuch schließen die Genannten, daß im Gegen- 
satz zu den Befunden von Shonle und Waldo nur ein ganz geringer Teil 
des Insulins durch die Membran gegangen sein kann. Weiter meinen 
sie, aus dem Resultat des ersten Versuches, wo sie im ganzen nach 
der Elektrodialyse 68,8 Proz. des gesamten Insulins in der Flüssigkeit 
samt Niederschlag zurückfanden, schließen zu können, daß bei einer 
zweimal größeren Membranoberfläche viel mehr Insulin durch die 
Membran hindurchgeht. 

Nach diesen wechselnden Befunden schien es mir nicht über- 
flüssig, einige dieser Versuche zu wiederholen. 

Ich hatte die Elektrodialyseversuche schon einige Monate an- 
gefangen, als mir die Publikation von Locke und Hirsch zu Gesicht kam. 

Obgleich unsere Methoden bei der Elektrodialyse in vielem überein- 
stimmen, bestehen auch wieder wesentliche Unterschiede. So habe ich 
das Insulin immer vor der Dialyse in n/100 Salzsäure gelöst. Ebenfalls 
wurde gegen n/100 Salzsäure dialysiert. Dabei wurde das Insulin 
samt einem Teil des Eiweißes immer in der Kathodenflüssigkeit nieder- 
geschlagen. Niemals wurde auf der Anodenmembran ein Niederschlag 
beobachtet, und die Anodenflüssigkeit blieb immer ganz klar. 

Ferner wurden bei jedem Versuch auch immer die Dialysate 
untersucht. Sie zeigten aber niemals eine erhebliche Insulinwirkung. Die 
Dialyse- und die Elektrodialyseversuche wurden in saurer und alkali- 
scher Lösung ausgeführt; gleichfalls die Versuche mit Kaolin. Für die 
alkalischen Lösungen wurde Natriumcarbonat benutzt, denn bekannt- 
lich wird das Insulin von Kali- oder Natronlauge zerstört. Bei den 
einfachen Dialyseversuchen wurden Kollodium- und Pergament- 
membranen verwandt, bei der Elektrodialyse nur Kollodiummembranen. 
Die Membranen aus Pergamentpapier waren die gewöhnlichen Mem- 
branen Nr. 521 von Schleicher und Schull, die Kollodiumsäcke für die 
Dialyse wurden auf die bekannte Weise gemacht. Für die Elektro- 
dialyse wurde der Glockenüberführungsapparat von H. Bechhold!) 





1) Die Kolloide in Biol. und Med.. S. 131. 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 27 
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benutzt. In der kommunizierenden Röhre, welche die zwei Gefäße 
miteinander verbindet, war ganz nahe der Steigröhre ein Hahn an- 
gebracht, damit nach der Stromunterbrechung die Flüssigkeiten in 
den beiden Gefäßen nicht miteinander in Berührung kommen. 


Bei den Versuchen wurde bei mehreren Kaninchen ein Teil jeder 
Flüssigkeit eingespritzt und auf diese Weise auf ihre Wirksamkeit 
geprüft. Wenn angegeben wird, daß bei Kaninchen keine Blutzucker- 
erniedrigung auftritt, so bedeutet das, daß der Blutzuckergehalt ober- 
halb der Senkung, die dem Schwellenwert entspricht, geblieben ist 
(Werte über 1 Prom. oder Senkungen weniger als 0,10 mg pro Kubik- 
zentimeter unter dem Anfangswert). 


Zu den Versuchen wurde in unserem Laboratorium hergestelltes 
eigenes Insulin benutzt oder Präparate von Insulinum neerlandicum 
Organon. 


I. Dialyseversuche. 


Die Stärke der Präparate ist bei jedem Versuch in Einheiten an- 
gegeben, wobei eine Einheit ein Drittel der ‚‚Krampfgrenzdosis‘‘ bedeutet. 


Versuch 1. 


100 mg Insulin, enthaltend etwa 200 Einheiten, werden in 25ccem 
1100 Salzsäure gelöst. 

Zu dieser Lösung werden 2 Tropfen Toluol zugefügt und 2 Tage lang 
in einer Kollodiummembran gegen 25 ccm n/100 Salzsäure dialysiert. Das 
Dialysat wird ım Vakuum auf ein kleines Volumen eingedampft. 


Die Hälfte dieser Flüssigkeit, beim Kaninchen eingespritzt, gibt 
keine Blutzuckererniedrigung. 


Die Innenflüssigkeit war, trotzdem nichts durch die Membran 
hindurchgegangen war, um die Hälfte schwächer geworden. 


In einem zweiten und dritten ebenso angelegten Versuch war das 
Resultat genau das gleiche. 


Nach 2 oder 3 Tagen hatte sich in der Innenflüssigkeit immer em 
flockiger Niederschlag gebildet, der hauptsächlich aus insulinfreiem Eiweis 
bestand, denn gelöst bei Kaninchen eingespritzt, gab er keine Blutzucker- 
erntedrigung. 

Versuch 4. 

100 mg Insulin, enthaltend 1150 Einheiten, werden in 25 com n 100 
Salzsäure gelöst und 2 Tage lang im Pergamentdialysator gegen 30 ccm 
mn 100 Salzsäure dialysiert. 

Erst der sechste Teil des Dialysates, beim Kaninchen eingespritzt, 
verursachte Krämpfe. Im ganzen waren im Dialysat also 3x £6= 18 
Einheiten anwesend. Bei diesem Versuch waren also minimale Spuren 
Insulin hindurchgegangen. 

Die Innenflüssigkeit wurde in derselben Membran aufs neue 5 Tage 
lang gegen n 100 Salzsäure dialysiert. Darauf verursachte der zwölfte Teil 








Dialysierbarkeit und Adsorbierbarkeit des Insulins. 415 


des Dialysates, bei Kaninchen eingespritzt, Krämpfe. Nach weiteren 
5 Tagen waren also noch etwa 12 x 3 = + 36 Einheiten in die Außen- 
tlüssigkeit übergegangen, d. h auch jetzt nur noch minimale Quantitáten. 


Versuch 5. 


50 mg Insulin, enthaltend etwa 600 Einheiten, werden in 30 ccm n/10 
Natriumcarbonat gelöst. Diese Lösung wird nach Zusatz von 2 Tropfen 
Toluol 2 Tage lang im Pergamentfilter gegen 30 ccm n/10 Natriumcarbonat 
dialysiert. Der 15. Teil vom Dialysat gab, bei Kaninchen eingespritzt, keine 
Blutzuckererniedrigung. 


Elektrodialyseversuche. 


Versuch 1. 


41 mg Insulin, enthaltend 75 Einheiten, werden in 25 ccm n/100 Salz- 
säure gelöst und im Glockenüberführungsapparat von Bechhold durch- 
strömt. Zur Lösung werden 3 Tropfen Toluol zugefügt und 20 Stunden 
lang ein Gleichstrom von 110 Volt durch den Apparat geschickt. Die 
Außenflüssigkeit war ebenfalls n/100 Salzsäure. 


Nach kurzer Zeit findet in der Kathodenflüssigkeit Ausflockung 
statt. Sofort nach der Stromunterbrechung wird der Hahn im Verbindungs- 
rohr geschlossen, und jede Flüssigkeit für sich analysiert. Je ein Fünftel 
von beiden Dialysaten ergab bei Kaninchen keine Blutzuckererniedrigung. 

Die Innenkathodenflüssigkeit hatte zwar eine größere Blutzucker- 
erniedrigung zur Folge als eine gleiche Menge der Innenanodenflissigkeit ; 
jedoch waren beide Lösungen schwächer als die ursprüngliche Lösung. 
Der an der Kathode ausgeflockte Anteil wurde in n/100 Salzsäure gelöst. 
Auch diese Lösung ergab, bei Kaninchen eingespritzt, eine Blutzucker- 
erniedrigung. 


Bei der Elektrodialyse ging also ebensoweniy wie bei der einfachen 
Dialyse Insulin durch die Membran hindurch. 


Versuch 2. 


In einem folgenden ebenso angelegten Versuch wurde nach der 
Stromunterbrechung die Hälfte der beiden Dialysate bei Kaninchen 
eingespritzt. 

Das Anodendialysat gab keine Blutzuckererniedrigung, das 
Kathodendialysat gab einen Blutzuckergehalt von 0,048 Proz. Demnach 
befinden sich also im Kathodendialysat nur Spuren von Insulin. Die 
Kathoden- und Anodenflüssigkeiten zeigten nur noch die Hälfte der 
ursprünglichen Stärke. 

Auch hier hat in der Kathodenflússigkeit Ausflockung stattgefunden. 
Möglicherweise hatte nun auch die Kollodiummembran Insulin adsorbiert. 
Um dies zu untersuchen, wurden die beiden benutzten Membranen mit 20 ccm 
n:100 Salzsäure einige Minuten erhitzt und schnell gekühlt. Erst 5 cem 
oder ein Viertel des Filtrates gaben, bei Kaninchen eingespritzt, Krämpfe. 

Danach waren in den Membranen etwa 4x 3 = 12 Einheiten vor- 
handen. Es wird also von den Membranen kaum etwas Insulin adsorbiert. 


27* 
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Versuch 3. 


In diesem gleich behandelten Versuch wurde beim Einspritzen beider 
Dialysate keine Blutzuckererniedrigung konstatiert. Der Stickstoffgehal: 
der 1proz. Insulinlösung war anfangs 0,144 Proz., und nach 20 Stunde: 
Stromdurchgang war der Stickstoffgehalt der Innenanodenflüssigkeir 
nur noch 0,028 Proz.; der N-Gehalt war also bis auf ein Fünftel zurück- 
gegangen. Beim Einspritzen dieser Lösung wurde nur eine geringe Blut- 
zuckererniedrigung wahrgenommen. 

Die trübe Innenkathodenflüssigkeit wurde zentrifugiert, das Filtrat ent- 
hielt 0,178 Proz. Stickstoff. Also war hier der Stickstoffgehalt höher als von der 
Lösung vor der Elektrodialyse. Das Gewicht des Gesamtinsulins bein 
200 mg; das Gewicht der ausgeflockten Menge 57 mg; der Stickstoff dieses 
Niederschlages war 14 Proz. Derselbe hatte sich also bei der Ausflockung 
nicht geändert. Eingespritzt bei Kaninchen, zeigte sich der Niederschlar 
zweimal stärker als die ursprüngliche Substanz. Dabei war die Trocken- 
substanz von 0,37 mg pro Einheit bis auf 0,16 mg pro Einheit: erniedrigt. 


Versuch 4. 


200 mg Insulin, enthaltend 545 Einheiten, werden in 25ccm pn lù 
Salzsäure gelöst. Die beiden Dialysate zeigen keine Blutzuckererniedrigunz. 
Von den 545 Einheiten wurden in der Anodeninnenflüssigkeit 75 Einheiten. 
in der Kathodeninnenflüssigkeit 100 Einheiten, in dem Niederschlag der 
Kathodeninnenflüssigkeit 375 Einheiten zurückgefunden. 

Das Gewicht vom ausgeflockten Anteil war 45 mg. Also waren von 
den 545 Insulineinheiten in 200 mg Substanz nach der Elektrodialyse 
375 Einheiten oder etwa 70 Proz. in 45 mg des ausgeflockten Anteiles 
vorhanden. 


Versuch 3. 


Auch hier enthielten die Dialysate bei der gleichen Arbeitsmethoie 
kein Insulin. Von den 200 mg dialysierten Insulins mit 400 Einheiten wurden 
in der Kathodeninnenflüssigkeit 75 Einheiten, in der Anodeninnenflüssirkeit 
nur Spuren Insulin, im Niederschlag der Kathodeninnenflüssigkeit 315 Em- 
heiten zurückgefunden. Das Gewicht des ausgeflockten Anteiles betruz 
52,5 mg. In dieser Menge wurden drei Viertel des Insulins wiedergefunden. 
In diesem Versuche war die Trockensubstanz von 0,5 mg pro Einheit bis 
auf 0,166 mg pro Einheit zurickgebracht. 


Versuch 6. 


Hierbei wurde von einem sehr reinen Präparat ausgegangen. Dir 
Trockensubstanz betrug pro Einheit 0,05 mg. Auch bei diesem Versuch 
ging bei der Elektrodialyse kein Insulin durch die Membran. Es zeirte 
sich nach weiterer Prüfung des ausgeflockten Anteiles, daß’ die Trocken- 
substanz pro Einheit nicht weiter erniedrigt worden war, d. h. das Insulin 
und das Eiweiß flockte in der Kathodeninnenflüssigkeit in gleichem Ver- 
hältnis aus, wie sie in der Flüssigkeit vorkamen. 


Versuch 7. 


Dieser Versuch wurde mit dem gleichen Insulinpräparat angestellt 
und ergab unter gleichen Arbeitsbedingungen dasselbe Resultat. Auch 
hier keine weitere Reinigung des Insulinpráparates. 
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Die Elektrodialyseversuche wurden nicht weiter fortgesetzt; 
erstens weil eine weitere Reinigung des Insulins auf diesem Wege keine 
Aussicht auf Erfolg versprach, und zweitens, weil eg auf andere Weise 
wohl gelang, einen noch bedeutenden Teil der Verunreinigungen des 
Insulins zu entfernen. 

Wird ein Insulinpräparat, das 0,4 bis 0,5mg Trockensubstanz 
pro Einheit enthält, etwa 1, Stunde mit n/100 Natriumbicarbonat 
geschüttelt, so gehen etwa 90 Proz. der Substanz in Lösung. Der un- 
lósliche Anteil wird gewaschen mit Alkohol und Äther, im Vakuum 
getrocknet und danach gewogen. Aufgelöst in n/100 Salzsäure und beim 
Kaninchen eingespritzt, ist die Trockensubstanz pro Einheit nur noch 
0,05 mg, so daß alles Insulin in dem unlöslichen Anteil zurück- 
gefunden wird, und bei dieser Methode kein Verlust an Insulin statt- 
findet. Versucht man nun das neue, weit gereinigte Präparat mit 
n.100 Natriumbicarbonat weiter zu reinigen, so gelingt das nicht. 


II. Adsorption von Insulin an Kaolin. 


Versuch 1. 


100 mg Insulin, 1150 Einheiten enthaltend, werden in 100 ccm n/100 
Salzsäure gelöst. Zu dieser Lösung wird 1 g Kaolin zugefügt und 1, Stunde 
reschüttelt. Danach wird zentrifugiert. Das Zentrifugat enthält 80 mg 
Trockensubstanz ohne Aschengehalt. 0,21 mg dieser Trockensubstanz 
gaben, in n/100 Salzsäure gelöst und bei Kaninchen eingespritzt, Krämpfe. 
Hieraus ergibt sich, daß nach dem Schütteln mit Kaolin im Filtrat noch 


o x 3 = 1143 Einheiten. 


H 


anwesend sind etwa 





Also es hat keine Adsorption von Insulin an Kaolin stattgefunden. 


Versuch 2. 


Dieser Versuch war eine Wiederholung von Versuch 1. Nach dem 
Zentrifugieren wurden im Filtrat 90 mg Trockensubstanz zurückgefunden. 
Die Krampfgrenzdosis dieser Substanz war 0,225 mg. Das Zentrifugat 


enthielt also etwa : x 3 = 1200 Einheiten. 


0,225 

Es war auch in diesem Versuch kein Insulin von Kaolin adsorbiert. 

Bei den zwei folgenden Versuchen wurde ein ziemlich unreines 
Präparat benutzt. 





Versuch 3. 


300 mg Insulin, 500 Einheiten enthaltend, werden in 30 ccm n/100 
Salzzáure gelöst und wieder !/, Stunde mit l g Kaolin geschüttelt. 
Das Gewicht der Trockensubstanz war 275 mg; 2,75 mg dieser Trocken- 
substanz gaben bei Kaninchen Krämpfe; im Zentrifugat wurden hier nur 
275 f l : , > 
og x 3 = 300 Einheiten, d. h. es wurden im Filtrate nur 60 Proz. vom 
DI 
Insulin zurückgefunden. 
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Versuch 4. 


Bei diesem Versuch wurden mit demselben Präparat, wie zum Versuch? 
benutzt, im Zentrifugat nur 262 Einheiten zurückgefunden, also etwa 
die Hälfte der totalen Menge Insulins. 


Bei diesen unreinen Präparaten ist wohl etwas von Insulin aı 
Kaolin adsorbiert. 

Im folgenden Versuch wurde eine fünfmal größere Menge Kaoli: 
benutzt. . 

Versuch 5. 

300 mg Insulin, 2250 Einheiten enthaltend, werden in 100 eem n lo: 
Salzsäure gelöst. 

Nach Zusatz von 5g Kaolin wird 14 Stunde geschüttelt und danı 
zentrifugiert. 

Das Zentrifugat wird auf 200 cem verdünnt und bei Kaninchen in- 


jiziert, dann dem Einfluß auf den Blutzuckergehalt nach 2 und nae! 
4 Stunden nachgegangen. 


Als Beispiel, wie wir die Bestimmung vornahmen, diene die 
folgende Tabelle. 








Tabelle. 
Indien Blutzuckergehalt 
Nach 2 Stunden | Nach 4 Stunden 
cum - Prom. | Prom. 
0,6 Krämpfe — 
Up 0,59 0,68 
0,6 | Krämpfe — 
0,4 0,39 0,69 
0,4 Krämpfe | Se? 
0,4 e ER 
0,4 | 0,94 | 0,93 
0,3 j 0,47 | 1,02 
0,3 Krämpfe SS 
0,3 Ä 0,72 | 1,02 
LA 0,77 | 0,92 
0,3 Krämpfe | — 


Die Krampfgrenze liegt hier also etwa bei 0,3 ccm. Im Filtrat befinden 
Ñ 200 ; . 
sich dementsprechend etwa 3 x ia 2000 Einheiten. 
Demnach sind von den 2250 Einheiten etwa 2000 Einheiten im 
Zentrifugat zurückerhalten. 


Versuch 6. 

Dieser Versuch in der üblichen Weise mit 2250 Einheiten Insulin aus- 
geführt, zeigte im Filtrat gleichfalls 2000 Einheiten; denn auch hier war 
die Kramptgrenze bei 0,3 cem. 

Bekanntlich wird das Insulin von Natriumcarbonat nicht zersd!. 
Es wurde deshalb auch noch ein Versuch unter den bekannten Be- 
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dingungen mit n/l0 Natriumcarbonat angestellt, um zu sehen, ob 
das Insulin in alkalischer Lösung von Kaolin adsorbiert wird. 


Versuch 7. 


100 mg Insulin, 1150 Einheiten enthaltend, wurden in n/10 Natrium- 
carbonat gelöst. Zur Erhaltung einer klaren Lösung mußten einige Tropfen 
einer konzentrierten Natriumcarbonatlösung zugesetzt werden. Diese 
Lösung wurde mit Y g Kaolin versetzt, eine Viertelstunde lang geschüttelt 
und zentrifugiert. Das Filtrat wurde mit Salzsäure angesäuert, bis schwach 
sauer. Die Krampfgrenzdosis lag bei 0,25 mg. Im Filtrat wurden zurück- 
gefunden + 850 Einheiten. 

Von den ursprünglichen 1150 Einheiten wurden nach dem Schütteln 
von Kaolin mit Natriumcarbonat also 850 Einheiten im Zentrifugat zurück- 
gefunden. 


In dieser Lösung, die neben Insulin auch Natriumcarbonat enthält, 
wurde statt der Trockensubstanz der Stickstoffgehalt bestimmt; zu gleicher 
Zeit auch der Stickstoffgehalt in der ursprünglichen Substanz. Die Anfangs- 
lösung enthielt 0,07 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter. Nach dem 
Schütteln nur noch 0,049 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter. Im Zentrifugat 
wurden also 70 Proz. des Stickstoffs zurückgefunden. 

Da wir niemals bemerkt haben, daß sich in reinen und unreinen 
Präparaten ein bedeutender Unterschied im N-Gehalt bemerkbar 
macht, können wir aus dem N-Gehalt der Filtrate auf eine Trocken- 
substanz von etwa 70 Proz. der Anfangssubstanz schließen. 


III. Adsorption von Insulin an Kohle. 

Wie oben erwähnt, ist bekannt, daß Insulin von Kohle adsorbiert 
wird. Auch wir konnten dies bestätigen. 

Uns interessierte wegen der Frage der Reindarstellung besonders, 
ob das einmal adsorbierte Insulin wieder von der Kohle zu trennen ist. 
Ohne daß unsere Versuche eine endgültige Antwort hierauf gaben, 
haben wir den Eindruck, daß eine solche Trennung nur in äußerst 
geringem Umfange möglich ist. 

Im Sinne unserer speziellen Fragestellung benutzten wir statt 
reiner Insulinlösungen Extrakte aus Pankreas gelegentlich der Dar- 
stellung von Insulin z. B. nach der ‚ersten Reinigung‘, wobei außer 
dem Insulin noch Eiweiß usw. vorhanden ist. Die Versuche hat im 
wesentlichen Kollege de Jongh in unserem Laboratorium ausgeführt. 


Versuch 1. 


Ein gereinigter Pankreasextrakt, enthaltend 60 Einheiten wird 
in 10 ccm n/100 Salzsäure gelöst, mit 1 g Noritkohle geschüttelt, und 
die Kohle abgesaugt. Das Filtrat wird auf 10 cem gebracht. 

Die Reaktion war sauer gegenüber Kongo. 

l ccm der Lösung verursachte, bei Kaninchen injiziert, keine Blut- 
zuckererniedrigung, also war alles Insulin von der Kohle adsorbiert. 
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Nun wurde der Niederschlag mit 10ccm n/100 Natronlauge ge- 
schüttelt. Das Filtrat reagierte gegen Lakmus neutral, so daß Zer- 
setzung des Insulins durch die Natronlauge nicht zu fiirchten war: 
angefúllt bis 25 ccm. 2,5ccm vom Filtrat ergaben, bei Kaninchen 
injiziert, keine Blutzuckererniedrigung. Also wurde das Insulin mittels 
Wasser vom py = 7 nicht von der Kohle gelöst. 

Das Gewicht der feuchten Kohle war 3g; sie enthielt noch 2g 
Wasser. Zum Extrahieren mit 80 proz. Alkohol wurden 10 ccm 96- 
und 10 ccm 80proz. Alkohol zugefügt, geschüttelt und zentrifugiert. 
Die 8ccm vom Filtrat wurden aufgefüllt bis 10 cem. 

Ein Zehntel vom Filtrat bei Kaninchen injiziert, gab nach 2 und 
nach 4 Stunden keine Blutzuckererniedrigung. 

Nun wurde die Kohle geschüttelt mit 20 ccm eines Puffers 
(Phosphatgemisch) vom py = 8. 

Nach dem Zentrifugieren war das Filtrat 12ccm. Hierzu wurden 
13ccm n/100 Salzsäure hinzugefügt. Auch diese Lösung war, bei 
Kaninchen injiziert, wirkungslos. 

Schließlich wurde die Kohle in 25 ccm Wasser suspendiert. 8 ccm 
dieser Suspension bei Kaninchen injiziert, gaben keine Blutzucker- 
erniedrigung. 

Bei diesem Versuch zeigt sich also, daß alles Insulin von der 
Kohle absorbiert worden ist und nachher weder von Wasser vom 
Du = 7, noch von 80proz. Alkohol, noch von Puffer vom py = 8 gelöst 
wird. Ebensowenig ist das Gewebe imstande, das Insulin von der Kohle 
zu trennen. 

Nun wurde versucht, das Insulin von der Kohle mit Hilfe von 
Eisessig zu trennen. 

i Versuch 2. 

Einmal gereinigtes Pankreasextrakt (60 Einheiten) wird mit 10 ccm 
destillierten Wassers und lg Noritkohle im Mörser zusammen verrieben, 
und dann die Kohle abgesaugt. 

Darauf wird die Kohle mit Eisessig zusammen verrieben und wieder 
abgesaugt. Das klare Filtrat betrug 15 ccm. Auf Zusatz von 15 ccm ab- 
soluten Alkohols zu 1l cem vom Filtrat, entstand kein Niederschlag. auch 
nicht beim Stehenlassen im Eisschrank. 

Die alkoholische Lösung wurde Bei 37° stark eingeengt und mit Wasser 
aufgefüllt bis 5 cem. 

4 ccm der Lösung ergaben einen Blutzuckergehalt von 0,65 Prom. 

Mittels Eisessig war also nur ein ganz kleiner Teil von an Kohle 
adsorbiertem Insulin losgelöst worden. 

Ein weiterer Versuch, wobei statt des einmal gereinigten Pankreas- 
extraktes der erste Preßlacksaft des mit saurem Alkohol angesetzten 
Pankreas benutzt wurde, ergab, daß nach Adsorption an Kohle durch 
Eisessig nur geringe Mengen Insulin, d. h. blutzuckererniedrigende 
Stoffe, abzulösen sind. 
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Zusammenfassung. 


1. Weder bei der Dialyse, noch bei der Elektrodialyse geht Insulin 
durch eine Kollodiummembran. Nur Pergamentpapier läßt das Insulin 
in saurer Lósung in minimalen Spuren hindurch. 

2. Bei der Elektrodialyse wandert das in Salzsáure gelóste Insulin 
samt Eiweiß von der Anode zur Kathode. Hier flocken das Insulin und 
das Eiweiß teilweise aus. Jedoch bei (mehr oder weniger) unreinen 
Präparaten Insulin stärker als Eiweiß. 

3. Hat das Insulinpräparat eine gewisse Reinheit erreicht (0, 05n mg 
pro Einheit), so findet mit Hilfe der Elektrodialyse keine weitere 
Trennung vom Eiweiß mehr statt. 

4. Insulinlösungen mit etwa 0,06 mg Trockensubstanz pro Einheit 
werden in saurer Lösung von Kaolin nicht adsorbiert. 

5. Insulinpräparate größerer Unreinheit, mit 0,4 bis 0,5mg Trocken- 
substanz pro Einheit, werden von Kaolin nur teilweise adsorbiert. 

6. Beim Schütteln von Insulin in einer Natriumcarbonatlösung 
nit Kaolin wird der größte Teil (etwa 80 Proz.) des Insulins im 
' Filtrat wiedergefunden. 

7. Insulin in mehr oder weniger gereinigten Pankreasextrakten 
wird von der Kohle in saurer sowie in neutraler Lösung adsorbiert. 

8. Nur sehr geringe Mengen Insulin können durch 80proz. Alkohol 
oder durch Pufferlösungen von py = 8 von der Kohle abgelöst werden. 
Etwas mehr, aber auch recht wenig, läßt sich durch Eisessig abtrennen. 


Uber das Verhalten des Insulins gegenüber 
Erhitzen und über einige seiner chemischen Eigenschaften. 


Von 
Elisabeth Dingemanse. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Institut der Universität Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


So wie über die Dialysierbarkeit des Insulins (siehe die vor- 
hergehende Mitteilung) findet man auch über die Resistenz des Insulins 
gegenüber Erhitzen in der Literatur keine übereinstimmenden Angaben. 

Nach Dudley!) wird das Insulin in neutraler Lösung beim Er- 
wärmen während 10 Minuten im kochenden Wasserbad größtenteils 
zersetzt, aber gelöst in n/10 Schwefelsäure, darf es ohne Schaden im 
kochenden Wasserbad 1 Stunde lang erhitzt werden. Erst nach 
längerem Erhitzen findet Verlust statt, jedoch so wenig, daß nach 
2 Stunden das Präparat noch den größeren Teil seiner Wirksamkeit 
besitzt. 

Erwärmen während 11, Stunde auf 37% mit n/10 Natronlauge 
zersetzt das Insulin vollkommen, ebenso 10 Minuten Erwärmen im 
kochenden Wasserbad mit n/l0 Natriumcarbonat. 

Von n/10 Natriumcarbonat wird es bei 37% viel langsamer zerstört; 
es ist dann nach 2 Stunden noch ganz gut wirksam. 

Nach Angaben von Best und Macleod?) darf das Insulin während 
10 Minuten und wahrscheinlich viel länger im kochenden Wasserbad 
erhitzt werden. 3 Minuten Kochen soll das Insulin ganz zersetzen. 

Piper, Allen und Murlin*) berichten, daß Kochen in 0,2n Salz- 
säure während 20 Minuten erlaubt ist. In einer anderen Publikation $) 
geben sie an, daß Insulin einstündiges Erhitzen bei 80° erträgt; das 
Resultat ist hauptsächlich vom py abhängig. Beim py von 6,2 bis 7 
scheint sogar eine erhöhte Insulinwirkung aufzutreten. Wird beim py 


1) Biochem. Journ. 17, 376, 1923. 

2) Am. Journ. of Physiol. 63, 390, 1923. 

3) Journ. of "ol, Chem. 58, 321, 1924. 

4) Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 20, 413, 1923. 
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von 4,4 bis 5,7 erhitzt, so wird die Insulinwirkung gewóhnlich ab- 
geschwächt, 

Nach Murlin, Clough, Gibbs und Stokes!) wird die Wirksamkeit 
von Insulinpräparaten nicht beeinflußt durch schnelles Kochen in 
saurer Lösung und nachheriges Neutralisieren bis zur schwach sauren 
Reaktion. 

Endlich wird von Paulesco?) erwähnt, daß Pankreasextrakte 
unwirksam werden nach Erwärmen auf 70 bis 100%. Eine Temperatur 
unterhalb 50° wurde ohne Nachteil ertragen. 

Es wurde nun im hiesigen Laboratorium versucht, festzustellen, 
wie lange man das Insulin erhitzen darf, ohne daß das Präparat seine 
Wirksamkeit verliert; dies war gleichsam eine nötige Vorarbeit für 
Versuche mit stärker wirkenden, das Insulin etwa verändernden Mitteln: 
denn es wurde ferner der Einwirkung von Acethylchlorid, Essigsäure- 
anhydrid und von Benzoylchlorid auf Insulin nachgegangen, von der 
Vorstellung ausgehend, daß vielleicht die Reaktionsprodukte andere 
Wirksamkeit hätten. 

Hierüber findet man, soweit mir bekannt, in der Literatur keine 
Angaben. 

Für die Erhitzungsversuche wurde das Insulin in n/100, n/10 oder 
25proz. Salzsäure gelöst und während wechselnder Zeiten erhitzt. Die 
Wirksamkeit des Insulins vor und nach dem Erhitzen wird, nach den 
im hiesigen Laboratorium üblichen Eichungsmethoden an Kaninchen 
bestimmt [Feststellung der Krampfgrenzdosis, d.h. der Dosis, die bei 
der Mehrzahl von subkutan eingespritzten hungernden Kaninchen 
(— 2 kg) Blutzuckersenkung innerhalb 4 Stunden von 4 0,45 mg pro 
Kubikzentimeter bzw. Krämpfe hervorruft]. 


I. Erhitzung von Insulin. 


Es wurde bei allen Versuchen von zwar verschiedenen, aber immer 
genau standardisierten Präparaten von Insulinum neerlandicum Organon 
ausgegangen. 

Versuch 1. 

Je 10 ccm einer Insulinlösung wurden 15 Minuten bzw. 30 Minuten. 
und 1 Stunde und 20 Minuten im kochenden Wasserbade erhitzt. Es zeigte 
sich nach der Injektion, daß alle Präparate noch ebenso stark wirksam 
waren, wie die ursprüngliche Substanz. 

Nun wurde darauf das bereits 1 Stunde und 20 Minuten erhitzte 
Präparat noch 14 Stunde gekocht. Auch nach dieser Behandlung hatte 
das Präparat noch nichts von seiner Wirksamkeit eingebüßt. 

In allen Fällen, einschließlich bei derAusgangssubstanz, war 1,2 mg 
Trockensubstanz die „Krampfgrenzdosis“, also 1 £ = 0,4 mg. 





1) Journ. of biol. Chem. 36, 253, 1923. 
2) Arch. intern. de Physiol. 21, 71, 1923. 
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Versuch 2. 


Nun wurden 50 mg Insulin in 50 ccm n/100 Salzsäure gelöst und während 
30 Minuten auf dem Drahtnetz gekocht. Auch hier zeigte das Insulin nach 
der Erhitzung noch die gleiche Wirksamkeit. 


Versuch 3. 


50 mg von Insulin, wovon 0,13 mg = 1 Einheit war, wurden in 50 cem 
n’100 Salzsäure gelöst und 1 Stunde lang auf dem Drahtnetz gekocht. 
Von dieser Lösung wurden 0,4 ccm, entsprechend 0,4 mg Trockensubstanz, 
injiziert. 

80 Proz. der Versuchstiere erreichten die Krampfgrenze. Also 
wurde das Insulin nach einstündiger Erhitzung nicht zerstört. 


Versuch 4. 

Auch dieses Präparat, wovon 0,07 mg = 1 Einheit war, wurde In 
n:100 Salzsäure gelöst und jetzt 2 Stunden lang auf dem Drahtnetz 
gekocht. Die Krampfgrenzdosis war hier von 0,2 mg auf 0,4 mg Trocken- 
substanz heraufgegangen. 

Aus diesem Versuch zeigt sich, daß das Insulin nach zweistündigem 
Erhitzen schwächer geworden ist, aber doch noch lange nicht unwirksam 
ist. Um zu sehen, ob der Säuregrad auch einen Einfluß auf die Zer- 
störung des Insulins beim Kochen ausübte, wurde ein Teil des Insulins 
wieder mit n/100, ein anderer Teil mit n/10 Salzsäure gekocht. 


Versuch 3. 

Je 50 mg Insulin (0,13 mg = 1 Einheit) wurde in 50 ccm n/100 bzw. 
nj10 Salzsäure gelöst. Beide Lösungen wurden 2 Stunden lang auf dem 
Drahtnetz gekocht. 

Aus diesem Versuch ergab sich, daß das Insulinpräparat beim 
zweistündigen Kochen in n/100 Salzsäure um ein Drittel schwächer ge- 
worden war. Die Krampfgrenzdosis war jetzt 0,6 mg. 

Dagegen war nach dem Kochen mit n/10 Salzsäure das Präparat 
ganz erheblich abgeschwächt. 

Erst mit 2 mg Substanz eingespritzt, erreichten nur 50 Proz. der 
Versuchstiere die Krampfgrenze. 

Die Säure übt also schon in dieser Konzentration einen ganz 
bedeutenden Einfluß auf die Zerstörung des Insulins beim Erhitzen aus. 


Versuch 6. 

25 mg Insulin werden in 10 cem 25 proz. Salzsäure gelöst und 2 Stunden 
lang auf dem Drahtnetz gekocht. Nach dieser Behandlung war das Insulin 
fast wirkungslos geworden. Nur die Blutzuckerbestimmungen nach 4 Stunden 
wiesen manchmal noch auf eine ganz geringe Wirkung. 

Daraus ist auf eine Verzögerung, ja Vernichtung der Wirkung 
des Insulins zu schließen, verursacht durch das Kochen in 25proz. 
Salzsäure. 
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Versuch 7. 

25 mg Insulin, dessen Krampfgrenzdosis 0,2 mg war, wurde in 25 proz. 
Salzsäure gelöst und 2 Stunden lang im Einschmelzrohr auf 120° erhitzt, 
dann neutralisiert, bis die Lösung schwach sauer war. 

Auch in diesem Versuche zeigte die Lösung, in größeren Dosen ein- 
gespritzt, nur noch 4 Stunden nach der Injektion Insulinwirkung. 

Z. B. ergaben 1,6 mg bei Kaninchen injiziert, nach 2 Stunden einen 
Blutzuckergehalt von 0,86 Prom., nach 4 Stunden von 0,37 Prom. 


Auch hier tritt also wahrscheinlich eine Verzögerung der Wirkung 
des Insulins ein. Jedoch wurde bei Wiederholung dieser Versuche auch 
mehrere Male nach 4 Stunden überhaupt keine Wirkung mehr beob- 
achtet. 

Dieses Resultat scheint im Widerspruch mit der von Dohrn!) ge- 
fundenen Tatsache, daß man ein wirksames Insulin erhalten kann, 
wenn frischer Pankreas in 25proz. Salzsäure unter Druck bei 120° 
erhitzt wird. Doch kann dieser Widerspruch auch nur scheinbar 
sein, weil das Insulin im Pankreasgewebe wohl viel mehr geschützt ist. 


Versuche zum Acetylieren von Insulin. 


Es wurde versucht, das Insulin zu acetylieren, um zu sehen, ob 
vielleicht dessen Acetylverbindung auch eine viel stärkere physiologische 
Wirkung zeigt als die Muttersubstanz, wie dies bei dem Cholin der 
Fall ist. 


Die für die Acetylierung nötige Erwärmung konnte das Insulin 
nach den vorhergehenden Versuchen vielleicht ohne Schaden ertragen. 


Versuch 1. 


25 mg Insulin, 375 Einheiten enthaltend, werden mit 100 mg Essig- 
säureanhydrid und 100 mg Natriumacetat 5 Minuten lang gekocht, dann 
schnell abgekühlt, und das Acetanhydrid im Vakuum verdampft. Der 
Rückstand wird mit Benzol extrahiert, und das Benzol im Vakuum eingeengt. 
Vom Rückstand ging nur ein sehr geringer Teil in Lösung. Der größte 
Teil blieb unangegriffen zurück. 

Beim Stehen scheidet sich aus Benzol eine braune amorphe Masse ab, 
die auch bei längerem Aufbewahren keine Kristalle gibt. Der Zersetzungs- 
punkt dieser Masse war 170 his 220°. 

Dieses deutet auf unverändertes Insulin. 

Um zu sehen, ob die Substanz noch Insulinwirkung besitzt, wird sie 
in 10 ccm n/100 Salzsäure gelöst. Bei nen injiziert, gab diese Lösung 
keine Blutzuckererniedrigung. 

Der in Benzol unlösliche Anteil wird gleichfalls in 25 ccm n 100 Salz- 
säure gelöst, und auch diese Lösung zeigt keine Insulinwirkung. 


Versuch 2 


1, g Insulin wird mit 5cem Essigsäureanhydrid und einem Tropfen 
Schwefelsäure 1 Stunde lang auf dem Wasserbade erhitzt. Darauf wird 


1) Therapie der Gegenwart 1924, S. 547. 
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ein wenig Eisessig hinzugefügt. Ein großer Teil des braunen, amorphen 
Niederschlages löst sich. 

Beim Verdunsten dieser Lösung wurde wieder eine amorphe Substanz 
ausgeschieden. 

Diese, gelöst in n/100 Salzsäure, zeigte bei Kaninchen keine Insulin- 
wirkung. 

Der in Acetanhydrid und Essigsäure unlösliche Anteil wurde erwärmt 
mit absolutem Alkohol. Ein ganz kleiner Teil ging in Lösung; der Alkohol 
eingeengt; es scheidet sich eine braune Masse aus, die auch bei längeren 
Stehen nicht kristallisiert. 

Der Rückstand aufgenommen in n/100 Salzsäure. Diese Lösung zeigte 
nur ein ganz minimale Insulinwirkung. Der in absolutem Alkohol unlösliche 
Teil war leicht löslich im 80proz. Alkohol. 

Der Alkohol wird verdampft, und der Rückstand gelöst in n 100 Salz- 
säure. Diese Lösung zeigte ebenfalls eine geringe Insulinwirkung. 


Versuch 3. 


300 mg Insulin werden mit l ccm Essigsäureanhydrid, 1 ccm Acetyl- 
chlorid und 1 Tropfen Schwefelsäure im siedenden Wasserbad einige 
Minuten lang erhitzt, und dann das Essigsäureanhydrid und das Acetyl- 
chlorid im Vakuum verdampft. 

Der amorphe Rückstand wird in Wasser aufgenommen, nur ein kleiner 
Teil geht in Lösung. 

Die Flüssigkeit im Vakuum eingeengt, zeigte keine Kristalle, nur eine 
braune Masse, die, in Salzsäure gelöst, keine Blutzuckererniedrigung gab. 

Der im Wasser unlösliche Anteil wurde gleichfalls in n;/100 HCI gelist 
und zeigte nach der Injektion ebensowenig eine Insulinwirkung. 


Bei den obengenannten Versuchen wurde also weder eine neue 
Substanz erhalten, noch eine stärkere physiologische Wirkung beob- 
achtet. Im Gegenteil, es wurde die Muttersubstanz, das Insulin, fast 
völlig zerstört. 

Benzoylieren von Insulin. 


Die Benzoylierung geschah nach Schotten-Baumann, nur wurde 
statt 10 proz. Natronlauge eine gesättigte Sodalösung benutzt. 


300 mg Insulin wurden mit Benzoylchlorid und Sodalösung einige 
Zeit geschüttelt. Das Insulin schwimmt auf der Flüssigkeit; filtrieren und 
das Filtrat im Vakuum einengen. Das Natriumbenzoat scheidet sich aus. 
Es wird nun mit Äther extrahiert, worin nichts gelöst wird. 

Darauf wird schwach angesäuert, und die Benzoesäure mit Äther 
extrahiert, die wässerige Flüssigkeit eingedampft und mit Alkohol extrahiert. 
Der Alkohol eingeengt, wobei sich nur ein wenig Kochsalz abscheidet. 

Der nach dem Benzovlieren abfiltrierte Rückstand war dem Aussehen 
nach unverándertes Insulin. Er wurde in n/100 Salzsäure gelöst und zeigte, 
bei Kaninchen injiziert, nur eine geringe Blutzuckererniedrigung. 


Zusammenfassung. 
l. Insulin, in n/100 Salzsäure gelöst, wird beim Kochen während 
l Stunde nicht zersetzt. Nach 2 Stunden hat es 1, bis fix semer 
Wirksamkeit eingebüßt. 
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2. In n/l0 Salzsäure gelöst, ist die Wirksamkeit nach zwei- 
stündigem Kochen ganz erheblich abgeschwächt. 

3. Beim Erhitzen von Insulin in 25proz. Salzsäure, ist seine 
Wirksamkeit nach zweistündigem Erhitzen fast völlig verschwunden. 
Das gleiche ist der Fall beim Erhitzen während 2 Stunden auf 120° in 
zugeschmolzenem Rohre. Ganz unwirksam ist das Präparat jedoch 
auch dann noch nicht. 

4. Beim Acetylieren sowie beim Benzoylieren wurde keine neue 
Substanz und ebensowenig eine erhöhte physiologische Wirkung beob- 
achtet. Im Gegenteil war die Insulinwirkung nach der für diese 
Prozesse nötigen Behandlung fast völlig verschwunden. 


Uber eine Substanz, 
die imstande ist, den Augendruck herabzusetzen. II. 


Von 
L. K. Wolff und S. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universität 
Amsterdam.) 


- (Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


In einem ersten Aufsatz!) haben wir Messungen des Augendrucks 
beim Kaninchen mit Insulinkrämpfen mitgeteilt. Bekanntlich haben 
P. Krause und Heine festgestellt, daß im Koma diabeticum der Augen- 
druck stark sinkt. Auf Grund einer gelegentlichen Äußerung von 
Prof. Krause haben wir uns die Frage vorgelegt, wie wohl der Augendruck 
in einem Zustande sich verhält, der im gewissen Sinne das Gegenteil 
vom Koma diabeticum ist. Wir fanden, daß beim Kaninchen mi 
Blutzuckererniedrigung aber ohne Krämpfe der Augendruck nicht 
verändert war, daß auch während des Krampfstadiums keine Änderung 
dieses Druckes auftrat, wohl aber dann nach den Krämpfen sich regel- 
“mäßig eine sehr erhebliche Erniedrigung einstellte. Weiter hat sich 
dann bei unserer Untersuchung gezeigt, daß diese Druckerniedrigung 
mit dem Insulin an sich wohl nichts zu tun hat, da auch die gleicht 
Erscheinung regelmäßig auftrat, wenn andere krampferregende Gift: 
gebraucht waren (Pikrotoxin, Kokain, Strychnin, Campher). 

Römer hatte früher gezeigt, daß die Druckerniedrigung beim Koma 
diabeticum mittels Serums eines solchen Patienten durch intravenös 
Einspritzung auf Kaninchen übertragen werden kann. 

Wir haben darum untersucht, ob nicht Übertragbarkeit sich 
bei unseren Krampftieren zeigen ließ; in der Tat konnten wir mit 
intravenöser Einspritzung von solchem ,,Krampfserum*“ bei normalen 
Kaninchen und Hunden Augendruckerniedrigung hervorbringen. Dit 
Druckerniedrigung trat niemals sogleich ein, sondern erst nach Verlauf 
mehrerer Stunden, sie konnte sehr lange dauern, 24 bis 48 Stunden. 
ja noch länger anhalten. Die Tiere waren dabei im übrigen ganz normal. 
nur traten immer Temperatursteigerungen auf. Solche machten sich 
auch nach subkutaner Einspritzung geltend, obwohl dann die Druck- 
erniedrigung des Auges ebenso wie nach subkonjunktivaler und intra- 





1) Klin. Wochenschr. 8, 1925, 
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okularer Einspritzung ausblieb!). Blutdruck und Atem bleiben von 
der Einspritzung ganz unbeeinflußt. Wir konnten schon in unserer 
vorigen Mitteilung berichten, daß die Durchschneidung des Grenz- 
stranges mit oder ohne Exstirpation des Ganglion cervicale supremum 
auf die Druckerniedrigung keinen Einfluß hatte. Endlich hatte sich 
herausgestellt, daß das druckerniedrigende Prinzip vom Serumeiweiß 
mittels kolloidalen Eisenhydroxyds zu trennen, und der Stoff mittels 
Dialyse zu reinigen war. 

In der vorliegenden Arbeit wollen wir unsere weiteren Unter- 
suchungen über Eigenschaften und Wirkungsweise dieses merkwürdigen 
Stoffes mitteilen. 

Aus Bequemlichkeit haben wir das Prinzip Antitonon genannt. 

Wir erwähnten bereits in unserer ersten Mitteilung, daß wir unseren 
Stoff für identisch halten mit dem Stoffe, der im Serum beim Koma 
diabeticum enthalten ist, und der ebenfalls eine Augendruckerniedrigung 
hervorruft. 

Römer hat bereits von diesem Stoff nachgewiesen, daß er nicht 
mit irgend einer organischen Säure (Acetessigsäure, Oxybuttersäure) und 
auch nicht mit Aceton identisch ist. Obwohl es a priori wenig wahr- 
scheinlich war, daß unser Stoff eins der bekannten organischen Amine 
sei, haben wir uns doch davon überzeugt, daß einige organische Amine 
(wie Histamin und Guanidin) und ferner ein Gemisch von Tyramin 
und Histamin (Tenosin) keine Wirkung auf den Augendruck ausüben. 
Der Druck wurde mit dem Schiötzapparat am kokainisierten Auge 
gemessen, die Ziffern der Tabelle geben die unmittelbar abgelesenen 
Zahlen ohne weitere Umrechnung auf andere Maße an; je größer die 
Zahl, um so kleiner der Druck. 

Histamin. 


Kaninchen 92, intravenös 1, mg Histamin. 
Vor dem Versuch 


7 

Nach 4 Stunden . 7 7 

~» 6 = EE 7 71, 

Guanidin. 
Kaninchen 140, intravenös 10 cem 4proz. Guanidinnitrats. 

Vor dem Versuch . ....7 7 
Nach 5 Stunden. ..... 71 7 

> 7 ee e A E 7 

e 12 Ta 7 7 


Kaninchen 211, intravenös 10 cem 4proz. Guanidinnitrats. 
Vor dem Versuch 

Nach 5 Stunden. Sa D 7 

A tg e, 7 
7 7 


9. 


kel, 
J 


m 
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> 12 


6 


1) Nach weiterer Reinigung des , Antitonons* war die Einspritzung 
von keiner oder nur sehr geringer Temperaturerhöhung gefolgt. 
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Tenosin. 


Kaninchen 126, intravenös Leem Tenosin. 
Vor dem Versuch 
Nach 4 Stunden . 

» 6 „ 


~] 


ZG zÄ 


bé 
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Ferner haben wir noch Tetrahydro-P-Naphthylamin gebraucht. ein 
Stoff, der bekanntlich einen starken Einfluß auf den Sympathicus hat. 


Kaninchen 8, 10 mg Tetrahydro-ß- en intravenös. 


Vor dem Versuch . . . 7 8 
Nach 5 Stunden . . .... 7 7 
o Ad = ee S 6 
Kaninchen 13, 10 mg Tetrahydro-P-Naphthylamin intravenös. 
Vor dem Versuch . .... 7 8 
Nach 5 Stunden . ..... 7 8 
E a e NS 


Zweitens haben wir untersucht, ob das Antitonon außer im Wasser 
auch noch in organischen Stoffen löslich sei. Wir fanden, daß der Stoff 
in 96 proz. Alkohol, Äther, Aceton und Petroláther unlöslich ist. Nach 
dieser Behandlung war das Antitonon noch völlig wirksam. 

20 cem Kaninchenkrampfserum (mit 'Antitonon) wurde mit kollo- 
idalem Eisenhydroxyd vom Eiweiß befreit, danach wurde die Flüssigkeit 
dialysiert und bei 30% C eingedampft. Der Rest wurde nun zuerst mit 
20 ccm Alkohol (A), danach mit 20 cem Äther (B), dann mit 20 com 
Aceton (C) und schließlich mit 20 ccm Petroläther (D) extrahiert. Alle 
diese Extrakte wurden eingedampft und in 8cem Aqua dest. 
gelöst. Der Rest nach der Extraktion wurde ebenfalls in Wasser 
gelöst (E). 


Kaninchen 26, intravenös eingespritzt mit A. (Alkoholextrakt). 


Vor dem Versuch . . ... 7 8 

Nach 6 Stunden. . .. . . 71 8 also negativ. 
Kaninchen 13, intravenös eingespritzt mit B (Ätherextrakt). 

Vor dem Versuch . . ... 61 61% 

Nach 6 Stunden . . . . . . 71 8 also negativ. 
Kaninchen 7, intravenös eingespritzt mit C (Acetonextrakt). 

Vor dem Versuch . . . 7 7 

Nach 6 Stunden. . . . . 6 6 negativ. 
Kaninchen 202, intravenós eingespritzt mit D (Petrolátherextrakt). 

Vor dem Versuch . . .. . 6 6 

Nach 6 Stunden. . . . . . 65y 7 negativ. 
Kaninchen 104, intravenós eingespritzt mit E (Rest). 

Vor dem Versuch . . ... 7 71% 

Nach 6 Stunden. . . . . . 16 13 1, positiv. 


Des weiteren untersuchten wir, ob das Antitonon in verdünnlem 
Alkohol löslich ist. 
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Zu diesem Zwecke wurde Antitononlösung aus Hundeserum (durch 
kurzes Aufkochen von den letzten Spuren Eiweiß befreit) eingedampft 
und mit 30-, 50- und 80proz. Alkohol extrahiert. Diese Alkohollösungen 
wurden dann wieder eingedampft und in physiologischer Salzlösung 
aufgenommen. Die Versuche ergaben, daß Antitonon in 30- und 50 proz. 
Alkohol wohl, in 80 proz. Alkohol nicht löslich ist. 


Kaninchen 41, eingespritzt mit Extrakt von 80proz. Alkohol. 


Vor dem Versuch . . ... 6 7 

Nach 5 Stunden. . .....81 8 negativ. 
Kaninchen 76, eingespritzt mit Extrakt von 50proz. Alkohol. 

Vor dem Versuch . .... 5 7 

Nach 5 Stunden. . . . . . 12 12 positiv. 
Kaninchen 13, eingespritzt mit Extrakt von 30proz. Alkohol. 

Vor dem Versuch . .... 5 6 

Nach 5 Stunden. . . . . . 16 17 positiv. 


Wir stellten weiter fest, daß die geringen Mengen Eiweiß, die nach 
der Behandlung mit kolloidaler Eisenhydroxydlösung noch vor- 
handen waren, durch Aufkochen, ev. mit ein paar Tropfen verdünnter 
Essigsäure, entfernt werden konnten, ohne daß das Antitonon geschädigt 
wurde. 


Kaninchen 202, eingespritzt mit 9cem ganz entweißtem Krampfserum. 


Vor dem Versuch . ....7 TY 
Nach 6 Stunden . ..... 12 12 
a, 7 ge a der as 14 


Die Antitononlósungen, die wir für unsere weiteren Versuche 
gebrauchten, wurden auf obige Weise vollständig von Eiweiß befreit; 
wir bekamen dabei sogar den Eindruck, als ob die Wirksamkeit des 
Präparats hierdurch sogar etwas erhöht wurde. 

Antitonon kann während eines kurzen Augenblicks gekocht werden, 
verträgt jedoch kein langes Kochen, die Wirksamkeit nimmt dann sehr 
stark ab. 

Folgende Versuche wurden an jungen Hunden gemacht, die sehr 
stark reagieren. Es wurde ihnen l cem eingedampftes Antitonon 
(= ccm ursprüngliches Serum) eingespritzt. 


l. Einen Moment aufgekocht, um Eiweiß zu entfernen. 


Vor dem Versuch . . . RI: SS 

Nach 5 Stunden. . . . . >20 >> 20 

Am nächsten Nachmittag. . 13 15 
2. 5 Minuten gekocht in einem Wasserbade. 

Vor dem Versuch . . . . . IQ 111, 

Nach 5 Stunden. . . . . . 12 13 

Am nächsten Tage. . . . . 71 11, 
3. 10 Minuten gekocht. 

Vor dem Versuch . .... 8 9 

Nach 5 Stunden . . . . . Ju 11 

Am nächsten Tage. . . . . 8 1 
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4. 15 Minuten gekocht. 


Vor dem Versuch . .... 7 715 

Nach 5 Stunden ` ..... 8% 14 (Das Auge = vorher 

Am nächsten Tage . 71, Geen 
5. 20 Minuten gekocht. 

Vor dem Versuch . ... 61% 7 

Nach 5 Stunden. ..... 9 9 

Am nächsten Tage. . . . . 6 6 


Antitonon verträgt den Einfluß von Säure, jedoch nicht den von 
Alkali. 2ccm von der obenerwähnten Lösung wurden mit 2 cem nor- 
malem HCl bzw. NaOH zusammengebracht; nach 1 Stunde wurde die 
Flüssigkeit genau neutralisiert, und zwar mit normalem NaOH bzw. 
HCl, und dann einem Kaninchen eingespritzt. 


Kaninchen 211, mit (saurem) Antitonon eingespritzt. 


Vor dem Versuch . .... 71 81, 
Nach 5 Stunden. . .... 8 8 
a 8 vs u E 12 
Kaninchen 85, mit (saurem) Antitonon eingespritzt. 
Vor dem Versuch . .... 61 6 
Nach 5 Stunden ..... . 14 16 
Kaninchen 126, mit (alkalischem) Antitonon eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6 5 
Nach 5 Stunden. ..... 8 8 
99 8 an . . . . . e 6 8 
Kaninchen 167, mit (alkalischem) Antitonon eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6 6 
Nach 5 Stunden `, . .... 7 7 
Kaninchen 18, mit (alkalischem) Antitonon eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... Š 515 
Nach 5 Stunden . . 2... 4 5 ls 


Wir haben auch noch untersucht, ob das durch Alkali zerstorte 
Antitonon durch Übermaß Säure regeneriert werden könnte; das 
war aber nicht der Fall. 

Das Antitonon verträgt den Einfluß von Jod in der Kälte; jedoch 
wird es zerstört, wenn man es nur einen Augenblick mit Jod aufkocht. 

Kaninchen 36, 5 cem Antitonon [5/11)] mit Jodtinktur, bis es deut- 
lich braun ist. Nach 1 Stunde eingespritzt. 


Vor dem Versuch . . . .. 51 61% 
Nach 5 Stunden . . . 12 15 


Hund 4, eingespritzt mit 1 com (5/1) Antitonon, das man mit 2 Tropten 
Jodtinktur einen Augenblick aufgekocht hat. 


Vor dem Versuch . 2.2.2.8 8 
Nach 5 Stunden . . 2 . . . 9 11 
Am nächsten Tage. . . . 9 y 


1) (5.1) bedeutet. daß die Antitononlósung aus 5mal so viel Serum 
bereitet ist. 


Zei .— a a: 
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Durch Behandlung mit Sublimat wird das Antitonon nicht ge- 
schädigt. 

Kaninchen 114, 2 cem Antitonon (5/1) werden mit 0,1 ccm gesättigter 
Sublimatlósung behandelt und nach 1 Stunde eingespritzt. 


Vor dem Versuch ..... 6 6 
Nach 5 Stunden. ..... 12 10 


Antitonon kann von aktiver Kohle absorbiert werden; wie das bei 
den meisten Kolloiden der Fall ist. Man braucht aber zu dieser Ab- 
sorption ziemlich viel Kohle. 


4ccm (5/1) Antitonon wurde mit 100 mg Supra-Norit und 16 cem 
Salzlösung zusammen gebracht und geschüttelt; nach der Filtration wurde 
die eine Hälfte hiervon Kaninchen 211, die andere Hälfte Kaninchen 9 
eingespritzt. 


Kaninchen 211. 


Vor dem Versuch . .... 6 6 

Nach 5 Stunden. . ....12 13 
Kaninchen 9. 

Vor dem Versuch . . ... 7 6 

Nach 5 Stunden `, . . .. . Y 10 


Wurden aber 4 cem (5/1) Antitonon mit 400 mg Supra-Norit und 16 ccın 
Salzlósung geschüttelt und nach dem Zentrifugieren eingespritzt bei zwei 
Kaninchen (bei jedem die Hälfte), dann konnte man konstatieren, dal 
las Antitonon ganz absorbiert war. 


Kaninchen A. 


Vor dem Versuch . . ... 7 7 

Nach 5 Stunden . ..... 7 7 
Kaninchen B. 

Vor dem Versuch .. Ø 6 

Nach 5 Stunden . . .... 5 6 


Antitonon wird nicht vom elektrischen Strom mitgeführt, hat also 
praktisch keine Ladung. 


4 cem Antitonon (1/5) wurden verdünnt mit 16 cem Aqua dest. und in 
enem Elektrolyseapparat, der mit Kollodiummembran versehen war, 
24 Stunden lang bei 110 Volt elektrolysiert (Platinelektroden). 

Nach 24 Stunden dampften .wir die beiden Außenflüssigkeiten (+ 
bzw. —) und die beiden Innenflüssigkeiten, jede für sich ein und spritzten 
sie vier Kaninchen ein. 

Man erhielt somit A + außen, B — außen, C + innen, D — innen. 
Die zwei letzten hatten Wirkung und zwar genau die gleiche, die zwei 
ersten nicht. 


Kaninchen 74, mit A eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 8 (ein Auge) 
Nach 5 Stunden . .....7 
Kaninchen 241 mit B eingespritzt. 
Vor dem Versuch . .... 5b 
Nach 5 Stunden . . 2.2... 6k 8 
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Kaninchen 30 mit C eingespritzt. 


Vor dem Versuch ..... 6 61, 

Nach 5 Stunden. ..... I5 16 
Kaninchen 92 mit D eingespritzt. 

Vor dem Versuch . .... 7 8 

Nach 5 Stunden. . ....1 16 


Im Anschluß an das bisher besprochene haben wir in einer 
Tabelle die chemischen Eigenschaften des Antitonons zusammengestellt. 
Unter Einheit des Antitonons ist diejenige Menge zu verstehen, die bei 
Einspritzung in die Vene eines Kaninchens von ungefähr 2kg eine 
Erniedrigung des Augendrucks ergibt von mindestens vier Strichen 
gemessen mit dem Tonometer von Schiötz. 

Löslich in Wasser, in 30- und 50proz. Alkohol. 

Unlöslich in starkem Alkohol, jn Äther, Petroläther und Aceton. 

Wird aus wässerigen Lösungen von Alkohol niedergerissen, ohne 
an Wirkungskraft zu verlieren: es kann auf diese Weise noch weiter 
gereinigt werden. 

Thermolabil. Verträgt jedoch einmaliges Aufkochen. 

Säuren. Verträgt Einwirkung von Säuren. 

Alkalien. Wird von Alkalien zerstört und ist durch Säure nicht 
zu regencrieren. 

Zusammensetzung: Enthält weder P noch S, höchstens 0,006 bis 
0,009 mg N pro Einheit. Aschegehalt höchstens 0,02 mg pro Einheit. 
Trockensubstanz höchstens 0,1 mg pro Einheit. , 

Antitonon ist ein Kolloid, dialysiert nicht, wird vom elektrischen 
Strom nicht übergeführt. Antitonon wird von aktiver Kohle absorbiert. 

Schwere Metalle usw. Kein Niederschlag mit Sublimat oder Jod- 
Quecksilber-Jodkali. Kein Niederschlag mit Pikrinsäure, kein Nieder- 
schlag mit Phosphorwolframsäure?). 

Reaktion nach Fehling negativ, auch nach Kochen mit Säure. 
Reaktion nach Pauli und Biuretreaktion negativ. 

Ninhydrinreaktion positiv. Jodium wird in der Kälte vertragen; 
in der Wärme wird das Antitonon durch J zerstört. — 

Wir haben ferner Untersuchungen angestellt, um uns näher über 
die Wirkungsweise des Antitonons zu orientieren. In unserer ersten 
Mitteilung gaben wir bereits an, daß Durchschneidung des Hals- 
sympathicus auch mit Exstirpation des Ganglion cervicale supr. 
keinen Einfluß auf den Vorgang hat. 


1) Tn einer in Holland erschienenen Mitteilung von uns gaben wir an, 
daß unser Stoff mit Pikrinsäure und Phosphorwolframsáure einen Nieder- 
schlag gab. Nach weiterer Reinigung hat sich aber herausgestellt, daß diese 
Niederschläge von Beimischungen herrührten. 
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Theoretisch lassen sich verschiedene Möglichkeiten annehmen, wie 
die Druckerniedrigung mechanisch zustande kommt. 


l. Zufluß des Kammerwassers ist normal. Abfluß nımmt zu. 


2. S 5 e nimmt ab. Abfluß ist normal. 
3. 2 Ge wb e 3 eh nimmt zu. 
4. e e e a zu. Di „» noch mehr zu. 


Die folgenden Versuchsreihen machen es wahrscheinlich, daß, 
wenigstens beim Kaninchen, die vierte Annahme die richtige ist. 


A. Spritzt man einem Kaninchen Fluoresceinkalium in die 
Blutbahn, dann färbt sich nach einiger Zeit das Kammerwasser, und 
um so stärker, je schneller der Flüssigkeitsstrom ist. Zwei Kaninchen 
spritzten wir 2ccm 5 Proz. Fluoresceinkalium in die Ohrvene; dem 
einen waren morgens 2ccm 5/1 Antitonon eingespritzt, dem anderen 
nicht. Im Augenspiegelzimmer zeigte sich bei der Beleuchtung 
mit einem sehr starken, feinen Lichtbündel (Wolframbogenlampe), daß 
das normale Kaninchen 10 Minuten nach der Einspritzung eine geringe 
grúne Färbung der Augenkammerflüssigkeit hatte; bei dem Kaninchen 
mit dem niedrigen Augendruck war diese grüne Färbung jedoch viel 
deutlicher. Die ganze Augenkammer war mit leuchtend grüner Flüssig- 
keit gefüllt. Die Wiederholung des Versuchs an zwei anderen Kaninchen 
ergab das gleiche Resultat. 


B. Die vordere Augenkammer bei einem Kaninchen mit niedrigem 
Augendruck stellt sich ebenso schnell wieder ein, wie bei einem normalen 
Kaninchen ; zeitweise wird der Druck bei allen beiden normal; nach einigen 
Stunden ist der Druck bei dem Antitonontier wieder niedriger geworden. 

Den Kaninchen 74 und 30 spritzten wir am Morgen 2 ccm 5/1 Antitonon 
ein; bei diesen Kaninchen wie auch bei den normalen Kaninchen 14 und 241 


wird das Kammerwasser mit einer sehr feinen, scharfen Kanüle punktiert. Nach 
10 Minuten ist bei allen vier die vordere Augenkammer wieder vorhanden. 


Nach 30 Minuten und 5 Stunden 30 Minuten wird der Augendruck 
gemessen. . 








H 


Kaninchen Nach 30 Minuten 





Nach 5 Stunden 30 Minuten 





| 


Niedriger Augendruck 
74 


| 7 — 18 = 
i 7 7 14 II 
Normaler Augendruck | 
71, 7 9 10 
241 3 3 | 5 81, (rot entzündet) 


C. Das Kammerwasser eines Kaninchens mit niedrigem Augen- 
druck enthält viel mehr Eiweiß als das eines normalen Kaninchens. 
Zu diesem Versuch wurden ganz unbehandelte Kaninchen genommen. 
2ccm Kammerwasser wurden mit 0,4 cem Esbachreagens gemischt; 
bei dem Kammerwasser des normalen Kaninchens entstand eine leichte 
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Trúbung, bei dem des Kaninchens mit niedrigem Augendruck ein 
dickes Präzipitat. Durch diese Versuche haben wir sicher bewiesen, daB 
der Zufluß des Kammerwassers zugenommen hat. Eo ipso muß somit 
der Abfluß auch stark zugenommen haben. Wir haben nun ähnliche 
Versuche angestellt bei Hunden und hier andere Resultate gefunden. 
Beim Fluoresceinversuch war das Kammerwasser nicht stärker gefärbt 
als beim Normaltier ; ebenso war auch der Eiweißgehalt des Antitonon- 
tieres nicht gestiegen. 

Beide Versuche wurden zweimal an verschiedenen Tieren an- 
gestellt. Wie sich also der Prozeß beim Hunde abspielt, können wir 
nicht sagen. Sicher ist der Zufluß nicht vermehrt; ob er aber ver- 
mindert ist oder gleich stark geblieben, in welchem Falle der Abfluß 
dann vermehrt sein mußte, wissen wir nicht. — 

Wir haben auch untersucht, wie sich der Druck der Lumbalflüssigkeit 
bei mit Antitonon eingespritzten Hunden verhält; die Abscheidung des 
Kammerwassers durch das Corpus ciliare wurde ja gelegentlich mit 
der der Cerebrospinalfliissigkeit verglichen. 

Bei zwei normalen Hunden in Äthernarkose betrug der Druck der 
Lumbalflüssigkeit 14 bzw. 11 ccm. 

Bei einem Hunde mit niedrigem Augendruck (aus demselben Neste 
und von gleicher Größe wie die normalen Hunde) betrug der Lumbal- 
druck 15cem (Augendruck vor dem Versuch 7, 7; vor der Lumbal- 
punktion 12, 13). Ein verringerter Druck der Cerebrosptnalflüssigkeit 
wurde also nicht wahrgenommen. — 

Schließlich untersuchten wir, ob in den Organen (also nicht nur 
im Serum) eines Hundes mit Insulinkrämpfen auch Antitonon vor- 
handen sei. 

Hierzu wurde ein solcher Hund in Narkose aus der Carotis ent- 
blutet; zugleich spritzten wir physiologische Salzlösung in die Vena 
jugul., bis das Blut aus der Carotis beinahe farblos abfloß. Leber, 
Muskeln und Gehirn wurden fein zermahlen und mit physiologischer 
Salzlösung 2 Tage lang bei Zimmertemperatur unter Toluol extrahiert. 
Die Lösungen wurden filtriert, mit kolloidalem Eisenhydroxyd be- 
handelt, wieder filtriert, kurz aufgekocht, wieder filtriert, bei 37°C 
eingedampft, dialysiert und schließlich intravenös eingespritzt. 


]. Leberextrakt (= !/, Leber). Dem Kaninchen 21 (hat nur ein Auge) 


Vor dem Versuch . .... 7 —  eingespritzt. 
Nach 5 Stunden `, . . ... 12 — 

2. (tehirnextrakt (= % Gehirn). Dem Kaninchen 44 eingespritzt. 
Vor dem Versuch . .... 6 6 
Nach 5 Stunden . . .... 6 6 

3. Muskelextrakt (= 50 g). Dem Kaninchen 211 eingespritzt. 
Vor dem Versuch . ..... 61 71 


Nach 5 Stunden . . . .. . 13 12 
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Leber und Muskeln waren also positiv, Gehirn negativ. — 

Endlich sei erwähnt, daß Einspritzung von Antitonon an einem 
Kaninchen, das spontanes Glaukom mit deutlicher Druckerhöhung 
(Schiótz) hatte, den Augendruck für einige Tage normal werden ließ. Die 
weitere therapeutische Verwendung, auch beim Menschen, wird geprüft. 


Zusammenfassung. 


Im Anschluß an eine frühere Mitteilung über eine augendruck- 
erniedrigende Substanz, die gewonnen wird aus Serum von Krampf- 
tieren, wurde den chemisch-physikalischen Eigenschaften dieses ‚„Anti- 
tonons* nachgegangen. Demnach ist das Antitonon eine kolloidale 
Substanz, die weder P noch S enthält, keine Eiweiß-, Kohlenhydrat- 
oder Alkaloidreaktionen gibt, nicht kochbestándig ist, gegen Säuren 
beständig und gegen Alkalien unbeständig ist. 

Was die Wirkungsweise anbelangt, so stellte sich durch drei ver- 
schiedene Versuchsanordnungen heraus, daß wenigstens beim Kaninchen 
die Abfuhr des Kammerwassers vermehrt ist, während beim Hunde 
andere Verhältnisse vorliegen. Zur Zeit des niedrigen Augendrucks 
wurde beim Hunde kein niedriger Lumbaldruck gefunden. 

Extrakte mit physiologischer Salzlösung aus Leber und Muskeln 
eines Insulinkrampftieres bereitet, in derselben Weise wie Blut ent- 
eiweißt und weiter gereinigt, gaben ebenfalls Augendrucksenkung, 
Gehirnextrakt nicht. 

Die therapeutische Verwendung beim Glaukom des Menschen 
soll versucht werden. — 





| Photoaktivierung von Vitamin A, Cholesterin, 
von Fetten und anderen Substanzen durch Ultraviolettstrahlen. 
Von 
S. Hamano. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts für physikalische und 
chemische Forschung zu Tokio.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1925.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Vor zwei Jahren hat K. Takahashi*) zum ersten Male beobachtet. 
daß das von ihm dargestellte ‚‚Biosterin‘‘ (gereinigtes Vitamin-A- 
Präparat) in vollkommener Dunkelheit auf photographische Platten 
wirkt (Abb. 1). Gleich darauf hat der Verfasser gemeinsam mit ihm 





Abb. 1. Biosterin (nach Takahashi). 


gefunden, daß diese Liehtwirkung durch Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht bedeutend verstärkt wird. Ferner wurde festgestellt, daß 
Cholesterin, Olivenöl usw., welche ursprünglich nur schwache oder 


1) Journ. Chem. Soc. Japan 44, 59; Journ. of the Institute of Phys. 
and Chem. Research 3, Nr. 6 (Dezember 1924), S. 693 bis 761. 
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kaum merkbare Wirkung haben, durch Bestrahlung stark aktiviert 
werden, während andere Substanzen, wie Stärke, Zucker, Amino- 
säuren usw., keine solche Eigenschaften zeigen. 

Dieser merkwürdige Befund wurde Ende Dezember 1924 von 
Takahashi in der Japanischen agrikultur-chemischen Gesellschaft 
vorgetragen. Leider ist er kurz nachher gestorben, so daß der Ver- 
fasser das Studium weiter fortgesetzt hat, um diese Versuche zu cr- 
weitern und zu vervollständigen. 

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, daß die ultraviolette Strahlung 
auf die Ernährung der Ticre, besonders auf die Heilung von Rachitis 
einen großen Einfluß hat. In neucster Zeit ist sogar eine interessante 
Beobachtung von Steenbock, Hess und Rosenheim u. a.!) mitgeteilt, 
daß rachitische Ratten nicht nur durch direkte Ultrastrahlen, sondern 
auch durch bloßes Zusammenbringen mit den ultrabestrahlten Ratten 
in einem Käfig von der Krankheit geheilt werden. Ferner wurde be- 
richtet, daß Cholesterin durch Bestrahlung die antirachitische Wirkung 
entfaltet. Das künstliche Futtergemisch soll nach den oben genannten 
Autoren durch Bestrahlung gegen Rachitis wirksam werden. 

Wie kann man diese Erscheinung erklären, wenn dies tatsächlich 
der Fall ist? 

Takahashi hat schon darauf aufmerksam gemacht, daß die eigent- 
liche Wirkung des ‚Biosterins““ auf Tiere mit der Photoaktivität beinahe 
parallel geht. Geht die Vitaminwirkung des Biosterins verloren, so 
hört die Photoaktivität ebenso auf. Er nahm deshalb an, daß ent- 
weder irgend eine unbeständige, auf die photographische Platte hoch- 
wirksame Substanz (Gase?) stets vom Biosterin ausgestrahlt wird, 
oder die labile Atomgruppe in Biosterin die umgebende Luft aktiviert. 
Cholesterin, Fette und andere Substanzen sollen durch Bestrahlung 
eine unbeständige Atomgruppe in ihrem Molekül bilden, welche direkt 
oder indirekt auf die photographische Platte wirkt und gleichzeitig 
die antirachitische Eigenschaft entfaltet. Wenigstens steht die anti- 
rachitische Wirkung und Photoaktivität in innigem Zusammenhang. 
Der Verfasser wird aber gegenwärtig auf diese Hypothese nicht 
eingehen, sondern nur die experimentellen Tatsachen mitteilen. 


Experimenteller Teil. 


Als Quelle der Ultraviolettstrahlen wurde, auf freundlichen Vor- 
schlag von Prof. H. Nagaoka, dessen Quecksilberlampe, die kürzlich 
von ihm in diesem Institut konstruiert wurde, angewandt. Diese 


1) Steenbock and Daniels, Journ. Amer. Med. Ass. Nr. 15, 84, 1093, 1925; 
Hess and Weinstock, Journ. of biol. Chem. 63, 305, 1925; vgl. Literatur- 
angaben am Schluß der Arbeit. 
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Lampe (Abb. 2) besteht aus einem U-fórmig gebogenen durchsichtigen 
Quarzrohr, welches an seinen beiden Enden wieder aufwárts gebogen 
ist. Das Leuchtrohr stellt einen schmalen Kanal dar. Die kugelfórmigen 
Reservoire an beiden Enden sind mit dem Leuchtrohr durch feine 
Kapillaren von etwa 4cm Lánge verbunden. Man fúllt das Rohr mit 





Abb. 2. Quecksilberlampe von Prof. Nagaoka. 


Quecksilber, Jeitet einen elektrischen Strom von 1 Ampere und 500 Volt 
hinein und erhitzt vorsichtig das Leuchtrohr mittels eines Brenners. 
Es entsteht dadurch Quecksilberdampf im Leuchtrohr, die Entladung 
findet statt und es entstehen die ultravioletten Strahlen. Die Lánge 
des Lichtbogens ist 4cm. Man kann diese Lampe 20 bis 40 Stunden 
lang kontinuierlich im Betrieb erhalten. 


Versuche mit Cholesterin. 
Zu diesem Zwecke wurden 2g sorgfáltig gereinigtes und ge- 
trocknetes Cholesterin in ein Quarzrohr von 15cm Länge und 1,5 cm 
Durchmesser gebracht, mit Kork verstopft, mit Dehkotinskyschem 
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Cement abgedichtet und in einer Entfernung von 20 cm von der Licht- 
quelle 24 Stunden ununterbrochen bestrahlt. Man bringt darauf 1g 
desselben in eine Glasschale (d = 3 cm; A = 1,6 cm) und bedeckt sie 
mit einer photographischen Platte (Lion Express, Ortho). Die Ent- 
fernung der Platte von der Substanz betrug etwa lcm. Man beläßt 
die Glasschale in absolut dunklem Raume 24 Stunden lang. Dann 





nicht bestrahlt bestrahlt 


Abb.3. Cholesterin. 





nicht bestrahlt bestrahlt 
Abb. A Lebertran. 


wurde die Platte herausgenommen und das Negativ in gewöhnlicher 
Weise entwickelt. Zur Kontrolle wurde das Cholesterin ohne vor- 
herige Bestrahlung genau so behandelt. Der Unterschied zwischen 
beiden Bildern ist aus Abb. 3 bis 9 ersichtlich. 


Auf diese Weise wurden noch verschiedene andere Substanzen 
geprüft. Das Resultat war folgendes: 

l. Cholesterin, Lebertran, Butter, Olivenöl, Ölsäure und deren 
Calciumsalz, Zimtsäure, Abietinsáure, Campher, Borneol, Menthol, 
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nicht bestrahlt bestrahlt 
Abb. 5. Butter. 





nicht bestrahlt bestrahlt 
Abb. o Olivenöl. 





in Wasserstoff im Vakuum in Luft 


Abb. 7. Cholesterin, 
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Balsam usw. verhielten sich genau so wie Cholesterin, wie man aus 
Abb. 3 bis 6 sieht. 


2. Wurde das Quarzrohr in oben erwähnten Versuchen entweder 
evakuiert oder mit Wasserstoff gefüllt, so war die Wirkung auf die 
photographische Platte viel schwächer als in den Experimenten, in 





26 Stunden nach Bestrahlung 98 Stunden nach Bestrahlung 
Abb. 8. Cholesterin. 





in Quarzrohr in Glasrohr 


Abb. 9. Cholesterin. 


denen das Quarzrohr mit Luft oder mit Sauerstoff gefüllt war (Abb. 7). 
Die Feuchtigkeit hat in diesem Versuch keinen merkbaren Einfluß 
gezeigt. 

3. Läßt man das photoaktivierte Cholesterin in einem dunklen 
Raume stehen, so geht die Aktivität allmählich verloren. So war es 
noch nach 26 Stunden aktiv, aber nach 98 Stunden war es völlig 
inaktiv (Abb. 8). 
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4. Wenn man gewöhnliches Glasrohr an Stelle des Quarzrolire: 
gebraucht, so ist die Aktivität viel schwächer, was vielleicht durch 
Absorption der ultravioletten Strahlen durch Glas verursacht win 
(Abb. 9). 


5. Traubenzucker, Rohrzucker, Stärke, gesättigte Fettsäuren, 
Bernsteinsáure, Korksäure, Aminosäuren, Salicylsäure, Anthracen. 
Naphthalin, Cetylalkohol usw. hatten auch nach Bestrahlung keine 
Photowirkung. 


An dieser Stelle spreche ich den Herren Prof. Dr. H. Nagaoka, 
Dr. T. Asada, T. Machida und Herrn Prof. Dr. U. Suzuki meinen auf. 
richtigsten Dank für die freundlichen Ratschläge aus. 
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Der absolute und prozentuale Alkaloidgehalt 
der einzelnen Teile von Lupinus luteus L. während der Vegetation. 


Von 
Th. Sabalitschka und C. Jungermann. 
(Eingegangen am 27. Juli 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der physiologischen Bedeutung des in einer Pflanze vorhandenen 
Alkaloids dürfte man durch eine Verfolgung des Alkaloidgehaltes 
in der Pflanze und ihren einzelnen Teilen während der Vegetation 
nahekommen. Zum Studium des Verhaltens des Alkaloidgehaltes 
während der Vegetation sind besonders solche alkaloidhaltige Pflanzen 
geeignet, die folgenden Bedingungen entsprechen: Ablauf der ganzen 
Vegetation innerhalb eines Jahres, schnelles Keimen und Wachsen, 
relativ hoher Alkaloidgehalt, einfache Bestimmungsmöglichkeit des 
Alkaloidgehaltes. Diese Bedingungen treffen für die Lupine zu, weshalb 
wir sie zu unseren Versuchen benutzten, und zwar die gelbe Lupine, 
Lupinus luteus. Das führende Alkaloid der gelben Lupine ist Lupinin 
C,H} NO; daneben findet sich in der gelben Lupine noch Lupinidin 
UD Haha, welches mit dem in Spartium scoparium vorkommenden 
Spartein identisch ist. Das Lupinin kristallisiert in rhombischen 
Kristallen, während das Lupinidin eine farblose, ölige Flüssigkeit 
darstellt. Der prozentuale Alkaloidgehalt der Samen der gelben Lupine 
wurde schon häufiger festgestellt, mitunter auch der von anderen 
Teilen der Pflanze; es wurde aber bisher der prozentuale Alkaloid- 
gehalt nicht während der Vegetation verfolgt, wie auch die Ermitte- 
lung der während der Vegetation jeweils vorhandenen absoluten 
Alkaloidmenge bisher vollkommen unterlassen war. Wir stellten nicht 
nur den prozentualen Alkaloidgehalt, sondern auch den absoluten 
Alkaloidgehalt von jeweils 100 Pflanzen und ihren Teilen zu ver- 
schiedenen Stadien der Vegetation fest. Gerade die Ermittelung der 
absoluten Alkaloidmenge in 100 Pflanzen ist zur Erforschung der 
Bedeutung des Alkaloids unerläßlich: die alleinige Beobachtung des 
prozentualen Alkaloidgehaltes kann leicht zu Trugschlüssen führen, 
wie nachstehend gezeigt wird. 
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Es war bei unseren Versuchen in sechs verschiedenen Stadien. 
nämlich 2, 4, 6, 13, 14 und 18 Wochen nach der Aussaat, die jeweils 
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Wochen 


Abb. 1. Absolute Alkaloidmenge in 100 Pflanzen. 
— -— ganze Pflanze. 
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Ahb. 2. Absolute Alkaloidmenge in den Teilen von 100 Pflanzen. 


- Blatter. — Stengel. 
oo. Wurzel. => Keimblätter. 
- -- - - Hülsen. @ junge Samen. 


in 100 Pflanzen und in 
ihren einzelnen Teilen. 
nämlich in Keimblät- 
tern, Samenschalen. 
Hypokotylen, Wurzeln, 
Laubblättern, Stengeln, 
Hülsen und jungen 
Samen enthaltene Al 
kaloidmenge festzustel- 
len. Sie wurde auch auf 
Prozente des Trocken- 
gewichtes berechnet. 


100 Samen ent: 
hielten 0,1063 g Alkaloid 
oder 0,77 Proz. Da 
Verhalten der absoluten 
Alkaloidmenge während 
der Vegetation zeigen 
die Kurven in Abb. | 
u. 2; erstere bezieht sich 
auf die ganze Pflanze. 
letztere auf ihre €) 
zelnen Teile. 2 Wochen 
nach der Aussaat ent- 
hielten die aus 100Samen 
gebildeten Keimlinge 
nur mehr 0.0868 A 
kaloid, so daß m 
Verlust von ungefähr 
20 Proz. eingetreten wa. 
Dieser Verlust kam 
nicht auf eine Diffusion 
des Alkaloids aus den 
Samen in das Keimbett 
zurückgeführt werden: 
wie wir durch andere 
bereits veröffentlichte 


Versuche feststellten!), tritt unter normalen Keimungsverhält- 
nissen Alkaloid nicht aus den keimenden Lupinensamen in das 


1) Pharm. Centralh. 66, 474, 1925. 
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Keimbeet über. Auch durch einen Alkaloidverlust beim Abfallen der 
Samenschale läßt sich diese Verminderung des Alkaloids nicht erklären, 
da nach unseren Untersuchungen die abfallende Samenschale alkaloidfrei 
ist. 4 Wochen nach der Aussaat übertrifft die Alkaloidmenge bereits 
die ursprünglich in den Samen enthaltene erheblich; sie beträgt jetzt 
0,15g. Sie steigt dann während der Entwicklung der Pflanzen weiter, 
bis sie bei 14 Wochen nach der Aussaat, zur Zeit des Beginnes der 
Fruchtbildung ihr Maximum erreicht; dann geht die Alkaloidmenge 
wieder zurück. Sie sinkt von 14 bis 16 Wochen von 0,8 auf 0,68 g. 

In der Kurventafel II fällt natürlich der Alkaloidgehalt der ein- 
zelnen Teile gegenüber dem Alkaloidgehalt der ursprünglichen Samen, 
da die vorhandene Alkaloidmenge auf die einzelnen Teile verteilt wird. 
Daß aber die Verminderung nicht ausschließlich auf die Verteilung 
zurückzuführen ist und auch die Gesamtmenge des Alkaloids eine Ver- 
minderung erfährt, ist bereits vorher nachgewiesen; die nach 2 Wochen 
in Wurzel, Hypokotyl, Keimblättern und Sproß vorhandene Alkaloid- 
menge beträgt nur 80 Proz. der in den Samen vorhanden gewesenen. 
Während der nächsten 12 Wochen fällt nur die Alkaloidmenge der 
Keimblätter und nehmen die in Laubblätter, Stengel und Wurzel 
enthaltenen Alkaloidmengen dauernd zu, um bei 14 Wochen nach der 
Aussaat das Maximum zu erreichen. Von da ab verringert sich der 
Alkaloidgehalt in diesen 3Teilen wieder, ebenso in der Hülse. Kurz vor 
der Reife fanden wir in den Samen das meiste Alkaloid, nämlich 0,29 g, 
während die Blätter noch 0,22 g, die Stengel noch 0,09 g, die Hülsen 
noch 0,05 g und die Wurzeln noch 0,03 g Alkaloid enthielten. Man 
wird nicht fehlgehen in der Annahme, daß beim Ausreifen die Alkaloid- 
menge der Samen weiter ansteigt, während in den übrigen Pflanzen- 
teilen das Alkaloid noch mehr abnimmt, so daß in dem reifen Samen 
der Betrag der zu den Versuchen benutzten Samen von 0,1063 g ungefähr 
erreicht wird. Die Kurventafel I läßt erkennen, daß außer der Ver- 
schiebung des Alkaloidgehaltes von den einzelnen Teilen zu den Samen 
hin auch eine Abnahme des Gesamtalkaloidgehaltes stattfindet; es 
entspricht also die Vermehrung des Alkaloids in den Samen nicht 
der Verminderung des Alkaloids in den übrigen Pflanzenteilen, sondern 
bleibt hinter dieser zurück. 

Die Alkaloidmenge der Keimblätter nimmt zwar in den ersten 
Wochen ab, es verschwindet aber das Alkaloid auch aus den zusammen- 
geschrumpften und abfallenden Keimblättern keineswegs ganz. Wir 
fanden nach 2 Wochen 0,043 g, nach 4 Wochen 0,027g und nach 
6 Wochen 0,026 g Alkaloid in den Keimbláttern. Bei einer anderen 
Versuchsserie fanden wir nach 2 Wochen in den Keimbláttern 0,0436 g, ` 
nach 6 Wochen 0,0204 g, bei wieder einer anderen Versuchsreihe fanden 
wir nach 2 Wochen in den Keimblättern 0.04 g. nach 4 Wochen 0,025 g. 
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van Dyk!) konnte bei mikrochemischen Untersuchungen ebenfalls 
die Abnahme des Alkaloids in den absterbenden Keimbláttern fest- 
stellen; van Dyk wili 
aber weiter ein voll- 
kommenes Verschwin- 
den des Alkaloids be- 
obachtet haben, was mit 
unseren Befunden nicht 
übereinstimmt. 

Die größte Alkaloid- 
menge enthalten wäh- 
rend der Hauptvege- 
tation die Blätter, die 
kleinste die Wurzeln. 

Die Kurvenin Abb.3 
u. 4 zeigen den prozen- 
tualen Alkaloidgehalt 
¡ der ganzen Pflanze und 
X= ASA ihrer Teile, berechnet 

Wocken auf Trockensubstanz. 
Abb. 3. Prozentualer Alkaloidgehalt der ganzen Pflanze. Der prozentuale Alka- 
Ze BARROS loidgehalt nimmt einen 
wesentlich anderen Ver- 
lauf als der absolute: er 
ist derart unregelmäßig. 
daß sich daraus die ge- 
ringe Eignung deralleini- 
gen Untersuchung des 
prozentualen Gehaltes 
für die Erforschung der 
Bedeutung der Alka- 
loide deutlich ergeben 
dürfte. Die Zu- und 
Abnahme der Trocken- 
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Alkaloid 
` S 























Alkaloid 





e 2 4 2 2 2 H G 8 substanz und des Al- 
ochen ? 

= - nicht 

Abb.4. Prozentualer Alkaloidgchalt der Teile. kaloids A erfolgt ` 

Blatter. Stengel. gleichmäßig, -so daß 

- Wurzel. —.-.-. Keimblatter. . > D 

AN class ne Sach dadurch die Kurve des 


prozentualen Alkaloid- 
gchaltes stark beeinflußt wird. Zuerst fällt auch der prozentuale 
Alkaloidgehalt, und zwar von 0,77 auf 0,59 Proz. In den nächsten 


1) van Duk, Phytochem. onderzockingen over alkaloide in verband het 
Kiemen. Proetschr. Utrecht 1900. 





Alkaloidgehalt von Lupinus luteus. | 449 


2Wochen steigt er dann wieder auf 1Proz. an. Ein zeitweiliges Fallen 
des prozentualen Alkaloidgehaltes während der Vegetation mit nach- 
folgendem Wiederansteigen beobachtete auch 4. Müller bei Papaver 
somniferum!). Zwischen 4 und 13Wochen verhalten sich die Kurven 
für den absoluten und den prozentualen Alkaloidgehalt recht ver- 
schieden ; nach 13 Wochen sinkt der prozentuale Gehalt bereits, während 
der absolute noch ansteigt, um erst nach der 14. Woche ebenso wie 
der prozentuale dauernd zu fallen. Das Abfallen des prozentualen Ge- 
haltes ist weit stärker als das des absoluten. Auch A. Miller?) 
stellte bei Papaver somniferum eine dauernde Abnahme des prozen- 
tualen Alkaloidgehaltes nach der Blüte fest. 


Interessant ist ein Vergleich der Kurventafeln Il und IV. Nach 
der Tafel II nimmt die absolute Alkaloidmenge während der Keimung 
in den ersten 14 Tagen in den Keimblättern, dem Hypokotyl und dem 
Sproß ab, während der prozentuale Alkaloidgehalt zunimmt. Dieser 
scheinbare Widerspruch ist durch die Abnahme der Trockensubstanz 
infolge des Verbrauches an Nährstoffen während der Keimung zu 
erklären. Die Zunahme des prozentualen Alkaloidgehaltes, vor allem 
die Zunahme in den absterbenden und abfallenden Keimblättern kann 
zu der Annahme verleiten, daß während der Keimung Alkaloid gebildet 
und in keiner Weise von der Pflanze verbraucht werde, also daß das 
in den Samen enthaltene Alkaloid für die Pflanze ohne jede Bedeutung 
sei. Als der eine von uns (Sabalitschka) bei früheren Versuchen mit 
M. W.Zaher nur den prozentualen Alkaloidgehalt studierte, schien 
ihm diese Annahme möglich; unsere Beobachtungen über die Ver- 
änderungen des absoluten Alkaloidgehaltes sind aber mit dieser An- 
nahme nicht vereinbar. Nur die Wurzel zeigt sowohl absolut wie 
prozentual in den ersten 6 Wochen ein Fallen des Alkaloidgehaltes. 
Bei der Wurzel fallen auch die Maxima in beiden Fállen ziemlich zu- 
sammen. Bei den Blättern schwankt in der Hauptvegetation der 
prozentuale Gehalt zwischen 1,21 und 1,57. Während der absolute 
Alkaloidgehalt des Stengels zwischen 2 und 14 Wochen beständig 
steigt, sehen wir in Kurventafel IV ein starkes Schwanken des pro- 
zentualen Alkaloidgehaltes im Stengel. Ob dies auf einen Transport 
des Alkaloids im Stengel, der nach diesen Beobachtungen sehr ver- 
schieden stark sein müßte, schließen läßt, sei vorläufig noch nicht 
entschieden. Zur Zeit des Reifens sinkt der prozentuale Gehalt 
ebenso wie der absolute in allen Teilen und übertrifft der prozentuale 
Gehalt dann bei den jungen Samen den prozentualen Gehalt aller 
anderen Teile, wie dies in gleicher Weise bei dem absoluten fest- 
gestellt war. 


1) Arch. d. Pharm. 252, 288, 1914. 
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Der prozentuale Alkaloidgehalt der Samen ist nach 18 Wochen 
höher als der Alkaloidgehalt der ursprünglichen Samen; letzterer 
betrug 0,77 Proz., die jungen Samen enthalten über 1 Proz. In der 
Voraussetzung, daß später der Alkaloidgehalt des ausgereiften Samens 
dem des ursprünglichen ungefähr gleichkommt, scheint das Alkaloid 
in den reifenden Samen zuerst schneller abgelagert zu werden als die 
Nährstoffe. Eine ähnliche Beobachtung machte Feldhaus!) bei den 
Samen von Datura Stramonium. Nach Feldhaus geht der Gehalt 
dieser Samen an Alkaloid bei der Reife relativ zurück, während er 
absolut ständig zunimmt; so sank der prozentuale Alkaloidgehalt 
von 0,54 Proz. auf 0,48 Proz., und stieg in der gleichen Zeit der absolute 
Alkaloidgehalt für 1000 Samen von 0,012g auf 0,039g. B. Pater”) 
fand in unreifen Daturasamen 0,34 Proz., in reifen 0,3 Proz. Alkaloid. 


Die Versuche erweisen, daß beim Keimen der Samen von Lupinus 
luteus das in den Samen vorhandene Alkaloid eine Verminderung 
erfährt; diese Verminderung kann nur auf einen Abbau oder Verbrauch 
des Alkaloids in den Samen während der Keimung zurückgeführt 
werden. Da aber nach der Keimung immer noch 80 Proz. des Alkaloids 
vorhanden waren, kann das Alkaloid nicht als ein typischer, unter 
normalen Keimungsverhältnissen größtenteils ausgenutzter Nährstoff 
des Samens gelten. Während der Hauptvegetation steigt die in den 
einzelnen Teilen der Pflanze enthaltene Alkaloidmenge dauernd an: 
erst gegen Ende der Vegetation, beim Reifen, nimmt sie wieder ab; 
zugleich findet eine Verschiebung des Alkaloidgehaltes von den übrigen 
Teilen der Pflanze zu den reifenden Samen hin statt. Dies soll nicht 
unbedingt und nicht ausschließlich durch eine Wanderung des Alkaloids 
aus diesen Teilen in die Samen erklärt werden; es ist auch möglich, 
daß durch entgegengesetzt verlaufende Umsetzungen in den Samen 
das Alkaloid erst entsteht, während es in den übrigen Pflanzenteilen 
abgebaut oder verbraucht wird. 


Versuche. 


Die Samen von Lupinus luteus, bezogen von der Firma Metz u. Co. 
Berlin-Steglitz, zeigten eine Keimfähigkeit von 82 Proz. ; da die Keimfähirkeit 
der Lupinensamen nach Filter?) sehr rasch beim Lagern abnimmt, war das 
Samenmaterial als gut anzusehen. 100 Samen wogen durchschnittlich 
13,8 x. Der Alkaloidgehalt wurde ermittelt nach der von uns% angegebenen 
Mcthode; bei vier Bestimmungen fanden wir 0,79, 0.76, 0,78 und 0,76 Proz., 


1) Arch. d. Pharm. 248. 335, 1905. 

2) Pharm. Monatsh. 4, 63 1923. Jahresber. d. Pharm. 58, 1 1923. 
») L. Wittmack, Landwirtschaftliche Samenkunde, N. 312. Berlin 1922. 
3) Pharmaz. Zentralh. 66, 145, 1925. 
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also durchschnittlich 0,77 Proz. 100 Samen enthielten «daher 0,1063 g 
Alkaloid. 


Am 18. März 1924 wurden die Samen in Tópfen in Gartenerde 
eingesetzt und im Warmhaus bei etwa 28° aufgestellt. Der größere Teil 
der jungen Keimlinge wurde für die ersten Untersuchungen verbraucht. 
Da später die Pflanzenmasse ja immer mehr zunahm, waren auch immer 
weniger Pflanzen zur Untersuchung nötig. Die Pflanzen reinigten wir nach 
der Entnahme aus dem Boden durch Waschen sorgfältig von der anhaftenden 
Erde und trockneten sie von «dem anhaftenden Wasser mit Fließpapier. 
Darauf wurden sie mit der Schere in die einzelnen Teile zerlegt und deren 
Frisehgewicht bestimmt. Hierauf trockneten wir die Pflanzenteile bei 
etwa 70° im Lufttrockenschrank. Das völlig trockene Material wurde in 
ein feines Pulver übergeführt, gewogen und sein Alkaloidgehalt nach der 
von uns angegebenen Methode bestimmt. Das Chloroform-Ätherextrakt 
der grünen Pflanzenteile war grün gefärbt durch gelöstes Chlorophyll, 
das Extrakt der Wurzeln war meist hellgelb bis farblos. Eine Störung 
der Alkaloidbestimmung durch Emulsionbildung trat nicht ein. 


Da das Aufkeimen der Pflanzen schon im März erfolgte, mußten «lie 
Samen zuerst im Warmhaus sich befinden. Später, bei Beginn warmer 
Witterung, kamen die Pflanzen dann ins Freie. Die Untersuchung auf den 
jeweiligen Alkaloidgehalt wurde unter Einhaltung bestimmter Termine 
ausgeführt. Es wurde der Alkaloidgehalt ermittelt bei Pflanzen im Alter 
von 2, 4, 6, 13, 14 und 18 Wochen. Wir untersuchten nur am gleichen Tage 
geerntete und ungefähr gleichmäßig entwickelte Pflanzen. 


Während der ersten 2 Wochen nach dem Einsetzen der Samen er- 
schienen die Keimblätter an der Oberfläche des Keimbeetes und breiteten 
sich kräftig aus. Zwischen 2 und 4 Wochen erschienen die ersten Laub- 
blätter und begann die Bildung der Seitenwurzeln. In den nächsten 
2 Wochen trat eine lebhafte Vergrößerung der assimilatorischen Fläche ein. 
Das erste Laubblattpaar hat fünf Fingerbláttchen, das nächste sechs, 
die folgenden oberen können sieben, neun und elf Fingerbláttchen haben. 
In den weiteren 7 Wochen stieg die Pflanzenmasse erheblich an und 
begann die Blútenbildung. In der 14. Woche war die Pflanze ausgewachsen 
und die Fruchtbildung im Gange. Während der nächsten 4 Wochen ent- 
hielten die Hülsen bereits die noch grünen Samen, und begannen die 
Blätter zu verdorren. Das Stadium der Vollreite haben wir nicht mehr 
abgewartet, sondern die Untersuchung am 123. Tage der Vegetation ab- 
geschlossen. i 


1. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. März bis 2. April 1925. Alter der untersuchten 
Pflanzen 14 Tage. 


Die Keimung erfolgte nicht für alle Samen gleichzeitig. Am 22. März 
waren 6 Proz., am 24. März waren 20 Proz., am 26. März waren 40 Proz. 
der Samen aufgegangen. Alle Keimlinge sind grün und messen im ober- 
irdischen Teil 3 bis Beem, die Samenschalen sind meist schon abgefallen; 
hei einigen sitzt die Schale noch den Keimblättern als Haube auf. Am 
28. März betrug die Zahl der aufgerangenen Samen 70 Proz.; erst am 
2. April waren 80 Proz. keimende Samen erreicht. Zur Untersuchung 
wurden 73 Keimlinge entnommen. 
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Tabelle I. 
| Frisch, Trocken: |Gefundenes Alkaloids a 
Pflanzenteil , gewicht gewicht Alkaloid | gehalt Te Pflanzen 
g g g Proz. g 


[ 
urai) `... . 6,8660 0,6368 0,0080 : 1,26 0.0109 
Stengel `... Sc 1,7932 | 0,0160 | 0,89 0,0219 
| 
| 


| 
| 
Keimblätter. . . . . . 26,0960 | 3,9557 0,0314 ¡ 0,80 0,0430 
Wurzel. . . . . . . .¡; 18,3494 | 1,8282 0,0076 | 0,40 0,0104 











Samenschale. . . > 5,5660 | 2,3520 0,0000 0.00 ° 0,0000 
Ganze Pflanzen . . . . 95,45 10,566 : 0,0630 | 0,0862 


1) Der Teil über den Kcimblittern. 


2. Untersuchung. 

Vegetationszeit 18. März bis 16. April 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 28 Tage. 

Am 7. April wurden die Pflänzchen, da sie sehr dicht standen, auf eine 
größere Fläche umgesetzt. Der oberirdische Teil hatte eine Länge von 
10 bis 12cm erreicht; die Wurzeln bildeten 10 bis 12cm lange, dünne 
vielfach verzweigte Fäden von 1 bis 2 mm Durchmesser; die Keimblátter 
waren hellgrün, sahen lederähnlich aus und waren etwa 1,5 cm lang. Zur 
Untersuchung wurden 56 Pflanzen entnommen. 


Tabelle II. 





























| Frisch» Trocken» Gefundenes Alkaloids Be 
Pflanzenteil "` gewicht gewicht Alkaloid gehalt Ly Pflanzen 

MS | g g | g Proz g 
Blätter . . . . . . . . ° 21,2782 | 2,4678 0,0388 | Lan 0,0603 
Stengel. . . . . . . . 36,1620 | 2,5016 | 0,0256 * 1,02 0.0457 
Keimblätter. . . . . . | 21,0746 | 1,6400 ' 0,0152 0,93 0,0272 
Wurzel. . . E EEN | 28,2120 | 1,9142 | 0,0055 0,29 0.0098 
Ganze Pflanzen . . . . 106,73 | 8,524 | 0,0851 ` 0,1520 


3. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. März bis 29. April 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 42 Tage. 

Am 29. April wurden 25 Pflanzen zur Untersuchung entnommen. 
Alle waren gut entwickelt und hatten mehrere Laubblattpaare. Der ober- 
irdische Teil hatte eine Länge von 15 bis 20 cm erreicht; die Wurzeln trugen 
die für die Leguminosen charakteristischen Knöllchen; die Keimblátter 
waren zusammengeschrumpft, gelb. 


Tabelle TIT. 


Frisch, Trocken» Gefundenes| Alkaloide Alkaloid 








"halt 1 
Pflanzenteil ' gewicht ` gewicht Alkaloid gehalt E ra 
g g g Proz. g 


Blätter . . 2 . . . . . 17,5128 1 2,4394 | 0,0353 1.45 0,1412 
Stengel. 2.2 ..2..2..2.2.226,.0422 3,4938 . 0,0142 0.41 0,0568 
Keimblätter.. u an 2 6.3900 0.5430 0.0065 1,19 ` 0,0260 
Wurzel . . 2. 2.2.2.2..417.3400 +. 1,4150 0,0004 0.03 0,0016 


Ganze Pflanzen . . . . 67,49 7,80 0,0564 | 0.2256 
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4. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. März bis 17. Juni 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 91 Tage. 

Am 17. Juni wurden zur Untersuchung drei Pflanzen entnommen. 
Die Keimblätter hatten sich dunkel gefärbt und sind nun nicht: mehr vor- 
handen. Am 2. Juni hatte «der oberirdische Teil eine Länge von 20 bis 
25cm erreicht; die Pflanzen wurden einzeln in Töpfe umgesetzt und aus 
dem Warmhaus ins Freie gebracht. Das Wetter war gleichmäßig sonnig 
und warm. Die Blütenbildung begann. Am 16. Juni blühten die meisten 
Pflanzen; einige waren bereits abgeblüht und begannen mit der Frucht- 
bildung. 


Tabelle IV. 








Frisch» Trocken- Trocken Gefundenes| Alkaloids | Alkaloid» Alkaloids | Alkaloid» 




























Pflanzenteil | gewicht em | Alkaloid | gehalt ¡Genet ino 
SS u i d g D ët g | _ Proz, | g 
Blüten und Blätter . . | 4,45 0,7004 0,0098 ` 1,39 0,3267 
Stengel . . . . . . . .. 3,59 | 0,4800 | 0,0044 ' 0,92 : 0,1467 
Wurzel... . . . . . .] 434 | 0,4800 | 0,0034 0,71 0,1133 
Ganze Pflanzen . . . . 1238 | 1,66 0,0176 | 0,5867 


5. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. März bis 25 Juni 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 99 Tage. 


Am 25. Juni wurden zur Untersuchung drei Pflanzen entnommen. In 
den letzten Wochen war dauernd warmes, sonniges Wetter. Die Pflanzen 
waren alle gut entwickelt, ihr oberirdischer Teil war 30 bis 35 cm lang; 
die Wurzeln waren 15 bis 20cm lang und trugen zahlreiche Knöllchen; 
jede Pflanze hatte vier grüne Hülsen mit je vier Samen entwickelt. Die 
Hülsen waren 2 bis 3 cm lang. 























Tabelle V. 
| Frisch» ` Trocken, |Gefundenes Alkaloids ` PEA 
Pflanzenteil |. gewicht gewicht Alkaloid | gehalt ı& Pflanzen 
f | g | g g Proz. g 
Blüten und Blätter . . | 5,2464 0,8400 | 0,0102 | 1,21 | 0,3400 
Stengel. `, . . . . . . +: 8,8208 | 1,2400 0,0062 0,50 0,2067 
Wurzel... . . . . . 4,4198 | 0,5844 | 0,0036 0,62 | 0,1200 
Hülsen... . . . 1,7698 0,2600 0,0040 | 1.54 | 0,1333 
Ganze Pflanzen . . . ./ 20,26 | 2,924 . 0,0240 | 0,8000 


6. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. März bis 18. Juli 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 123 Tage. 


Am 18. Juli wurden zwei Pflanzen zur Untersuchung entnommen. 
Vorher war das Wetter ständig sonnig und warm. Der oberirdische Teil der 
Pilanzen war 30 bis 35 em lang, die Blätter waren bereits zum Teil verdorrt; 
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jede Hülse enthielt vier halbreife. noch grüne und weiche Samen. Die 
Wurzeln waren 20 cm lang und mit vielen Knöllchen bedeckt. Die Angaben 
über das jeweilige Wetter sind deshalb nicht zu unterlassen, da sich bei 
anderen noch zu berichtenden Versuchen ergab, daß das Sonnenlicht von 
Bedeutung für die Alkaloidproduktion ist. Nach den Beobachtungen 
von Vogel und Weber!) hängt die Alkaloidproduktion auch von der Stick- 
stoffzufuhr durch die Knöllchenbakterien ab; findet diese in normaler 
Weise statt, so wird mehr Alkaloid gebildet als bei ihrer Unterbindung; 
deshalb haben wir auch die Bildung der Knöllchen berücksichtigt. Da 
in der Hauptvegetation dauernd sonniges, warmes Wetter bestand, war die 
Alkaloidbildung besonders begünstigt. 


Tabelle VI. 


























| Frische | Trocken» | Gefundenes | Alkaloid» de eg 
Pflanzenteil ` gewicht | gewicht Alkaloid | gehalt d eg 
Al g | g d Eo e? Proz. Bi 

WET | 
Blätter... ` ui éi AR 3,1110 | 0,7478 0,0044 0,59 | 0,2200 
PEONO  — 6 2 ën 7,4030 y 1,4474 | 0,0018 | 0,12 0,0900 
Wurzel a. ze EZ 88 3,0110 ' 0,5590 0,0006 ' 0,11 | 0,0300 
A SE 4,0452 | 0,7330 | 0,0010 ı 0,14 | 0,0500 
Samen . . De res 2,1720 | 0,5590 | 0,0058 | 1,04 0,2900 
Ganze Pflanzen . . . . 19,74 | 4,046 | 0,0136 | 0,6800 


Die Veränderungen des Alkaloidgehaltes in der Pflanze während 
der Vegetation zeigen nachstehende Tabellen. Die Tabelle VII betrifft 
den absoluten Alkaloidgehalt in 100 Pflanzen und den prozentualen 
Alkaloidgehalt in den ganzen Pflanzen, berechnet auf Trockensubstanz. 
Die Tabelle VIII bringt den absoluten Alkaloidgehalt der einzelnen 
Teile von 100 Pflanzen in Gramm, während die Tabelle IX den auf 
Trockensubstanz berechneten prozentualen Alkaloidgehalt der Teile 
bringt. 


Tabelle VII. 




















Alter der | Trasi | Trocken: Gefundenes | Alkaloidgehalt berechnet Alkaloid» 

Pflanzen | ds der | gewicht ' Alkaloid auf 100 Pflanzen | gehalt 
T | anzen | à 

age | g g g roz. 

- = > ef e? vr 8 e er e E Ge Zë EE e - = > = 
14 13 10,566 0,0630 ¡ 0,086 | 0,60 
28 56 8,524 0,0851 | 0,152 1,00 
42 | 25 7,89 0,0564 | 0,226 0,71 
91 | 3 1,66 0,0176 , 0,587 1,06 
99 | 3 | 2,924 0,0240 0,800 0,82 
123 | 2 | 4,046 0,0136 0,680 0,34 





1) Zeitschr. f. Pflanzenernährung u. Düngung 1, A, 85, 1922. 
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Tabelle VIII. 


Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet auf 100 Pflanzen. 


| EN | 











Alter 
der Pflanzen Blätter 














Stengel | Keimblätter Wurzel : Hülse Samen 
Tage | 
14 | 0,011 | 0,022 ' 0043 0.010 = o — 
28 0,069 0,046 0,027 0,0098 eg, zb en 
42 014 0,057 0,026 0,0016 ¡ — = — 
91 0,327 0,147 — IW |! — 1 — 
99 | 0340 0207 | — >° 0,120 0,133 © — 
123 0,220 ¡| 000 ¡| — 0,030 0,050 0,290 


Tabelle TX. 


Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet in Prozenten auf 








Trockengewicht. 
Alter ! | | 
der SEH Blätter Stengel : Keimblätter | Wurzel ` ` Hülse Samen 
age ' ’ 
| . 
l4 ' 126 | 089 | 080 | 0,0 La | u 
8 : 157! 102 ` 093 020 A es | s 
2 | 18 0,42 | 119 0,03 | asf, JS 
9. 139 | 0,92 = 0,71 -e e 
9 ° 121 0,50 | sa 0,62 | 1,53 — 
123 0,59 0,12 — 102 0,14 1,04 


Der von uns gefundene Alkaloidgehalt von Stengel und Blättern ist 
wesentlich höher als der von Siewert!) angegebene; Siewert berichtet, dal3 
er im Stengel 0,08 Proz., in den Blättern 0,06 Proz. Alkaloid bei luft- 
trockenem, von ausgewachsenen Pflanzen stammenden Material gefunden 
habe. Bei den Samen wird meist der Alkaloidgehalt von Lupinus luteus 
höher gefunden als von Lupinus angustifolius. Vogel und Weber?) beob- 
achteten bei Untersuchungen über den Einfluß der Stickstoffdüngung 
auf den Alkaloidgehalt der Lupinen bei den Samen von Lupinus luteus 
einen Alkaloidgehalt von 0,61, 0,84 und 0,8 Proz., bei den Samen von 
Lupinus angustifolius einen Alkaloidgehalt von 0,1, 0,71, 0,64, 0,20, 0,30, 
0,34, 0,49 und 0,40 Proz. Taeuber?) fand bei den Samen der gelben Lupine 
0,81 Proz., bei den Samen der blauen Lupine 0,25 Proz. Boas und Merken- 
schlager *) geben in ihrer Monographie der Lupine für die Samen der gelben 
Lupine einen Gehalt von 0,81 Proz.. für die Samen der blauen Lupine 
einen Gehalt von 0,23 Proz. Alkaloid an. Wir fanden hier im Durchschnitt 
0,77 Proz. Alkaloid in den Samen der gelben Lupine. Krocker®) erhielt 
für vor der Reife geerntete gelbe Lupine folgenden Alkaloidgehalt für die 





1) Zeitschr. d. landw. Zentralver. d. Prov. Sachsen 1870, $. 75. 

2) Zeitschr. f. Pflanzenernährung u. Düngung 1, A, 85, 1922. 

3) Landw. Versuchsst. 29, 451, 1883. 

*) Boas und Merkenschlager, Die Lupine als Objekt der Pflanzen- 
forschung, S. 9. Berlin 1923. 

5) Landw. Jahrb. 9, 27, 1880. 
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einzelnen Pflanzenteile, dem wir zum Vergleich den von uns bei den 
123 Tagen alten Pflanzen gefundenen in Klammern beistellen: ganze 
Pflanze 0,215 Proz. (0,34 Proz.), Stengel bis zur Verästelung 0,031 Proz. 
und Stengeläste 0,068 Proz. (Stengel 0,12 Proz.), Blätter 0,526 Proz. 
(0,59 Proz.), Samen 1,532 Proz. (1,04 Proz.), Fruchtschalen 0,422 Proz. 
(0,14 Proz.). Diese Zahlen stimmen ziemlich überein, soweit dies über- 
haupt bei den verschiedenen Methoden und dem wahrscheinlich nicht 
gleichmäßigen Reifezustand der Pflanzen zu erwarten war. Die größeren 
Unterschiede bei den Hülsen sind höchstwahrscheinlich auf letzteres zurück- 
zuführen; hatten wir doch nach 99 Tagen einen wesentlich höheren Alkaloid- 
gehalt gefunden als Krocker, nämlich 1,53, während wir nach 123 Tagen 
nur mehr 0,14 Proz. fanden: Arockers Wert liegt dazwischen. 
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Kalium als Antagonist der Róntgenstrahlen und des Radiums. 
Von 
G. A. Nadson und A. J. Zolkevic. 
(Aus dem Staatsinstitut fúr Róntgenologie und Radiologie Leningrad.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1925.) 


In seiner Abhandlung úber die Radiumeinwirkung auf die lebendige 
Substanz und speziell auf die Hefezelle hat Nadson!) gezeigt, dal 
sogar eine kurze, 10 Minuten dauernde Bestrahlung (10 mg Ra Br, in 
der Ebonitkapsel unter Glimmerplatte) folgende Veränderungen in 
der Zelle hervorruft: das Plasma trübt sich und wird deutlich fein- 
körnig (Erscheinen einer Menge kleinster Granula), die Zentralvakuole 
vergrößert sich stark im Umfang, im Plasma bilden sich oft neue Va- 
kuolen, gleichzeitig vermehren und vergrößern sich stark die im Plasma 
zerstreuten Fetttrópíchen. Die Zelle schwillt an, vergrößert sich und 
verliert nicht selten ihren gewöhnlichen Umriß, wobei die Sprossung 
stark gehemmt wird. Das sind gerade diejenigen Veränderungen. 
welche die Hefezellen beim Altern, sowie bei Degenerationsprozessen 
(in alten Kulturen) aufweisen. Somit ruft Radium ein frühzeitiges 
Altern des Organismus hervor?). Ganz ähnliche Veränderungen werden 
in der Hefezelle auch durch Röntgenstrahlen hervorgerufen. Beim 
Untersuchen der kombinierten Einwirkungen des Radiums und ver- 
schiedener chemischer Reagenzien auf die Pflanze wurde unsere Auf- 
merksamkeit besonders auf den Effekt kombinierter Einwirkung des 
Radiums und Jodkaliums gelenkt. 

Die Versuche wurden auf folgende Weise angestellt3). Trockene 
oder 18 Stunden lang in Wasser gequellte und dann tüchtig mit Filtrier- 
papier abgetrocknete Samen des weißen Senfs (Sinapis alba) wurden 

1) @. Nadson, diese Zeitschr. 195, 381, 1925. 

2) Ausführliches hierüber siehe in obiger Abhandlung und auch in 
G. A. Nadson, Annales de Roentgenologie et Radiologie 1. 47.  Peters- 
bourg 1922. i 

2) G. Nadson und A. Zolkeric, Annales (Vestnik) de Roentgenologie 
et Radiologie 3, 85. Leningrad 1024. 
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der Radiumwirkung ausgesetzt, indem sie auf 4 Tage auf die das Radium. 
práparat (10 mg RaBr,) bedeckende Glimmerplatte gelegt wurden. 
In jedem Versuch konnte nur eine geringe Zahl von Samen geprüft 
werden (wieviel gerade auf der Glimmerplatte nebeneinander gelest 
werden konnten), dafür aber waren die Versuche zahlreich. Um nun 
in die Samen das betreffende chemische Reagens einzuführen, wurden 
die Samen in schwachen Lösungen derselben vor oder nach der Be. 
strahlung quellen gelassen. Auf diese Weise untersuchten wir die 
Einwirkung des Jods, Kupfersulfats, Chloralhydrats und Eosins. 

Auf der Glimmerplatte befanden sich beständig auch Kontroll- 
samen, d.h. solche, welche der Einwirkung chemischer Reagenzien 
nicht unterworfen wurden. Man ließ die Versuchssamen, als auch die 
Kontrollsamen nach der Bestrahlung auf feuchtem Filtrierpapier, und 
dabei immer ım Dunkeln, keimen. Hierbei wurde die Keimzeit, der 
Prozentsatz der gekeimten Samen und die durch mehrmalige periodische 
Messungen bestimmte Länge der Wurzel und des Stengels (Hypokotvl) 
abgemerkt. Es wurden recht genaue Resultate erhalten: die Radium- 
einwirkung und die Wirkung der erwähnten Reagenzien in gegebenen 
Konzentrationen, und zwar gleich, ob sie vor oder nach der Bestrahlung 
in die Pflanze eingeführt waren, summieren sich; d.h. die depressive 
Wirkung auf das Wachstum ist stärker, als die Wirkung eines jeden 
Faktors einzeln. 

Beim Behandeln der Samen unter gleichen Bedingungen mit 
schwacher Lösung von K J sind wir auf ganz unerwartete Erscheinungen 
gestoßen. Während in einigen Versuchen bei bestimmter Konzen- 
tration der KJ-Lösung und bestimmter Menge von Radiumenergie 
eine Summation der Effekte, d. h. eine stärkere Hemmung des Wachs- 
tums eintrat, ebenso wie es in obenerwähnten Fällen angeführt wurde. 
war es in anderen Versuchen, augenscheinlich, bei anderen Korre- 
lationen von Radiumenergie und K J-Menge ganz anders: die Resultate 
waren schwankend, und oft sogar hat KJ die ungünstige Wirkung des 
Radiums auf die Pflanze abgeschwächt, oder sogar vollständig ar- 
nulliert: anstatt einer Summation zeigte sich ein deutlich ausgeprägte! 
Antagonismus. 

Anfangs überraschten uns solche Resultate, und wir vermuteten 
einen Fehler, doch wiederholte sich diese sonderbare Wirkung des KJ 
immer von neuem und mit einer solchen Regelmäßigkeit und Deut- 
lichkeit, daß es nicht anders möglich war, als den Antagonismus 
zwischen KJ und dem Radium als Tatsache hinzustellen. 

Von vielen Versuchen führen wir hier nur drei als Beispiele an. 
Die Länge der Keimlinge ist in Millimeter ausgedrückt; in folgenden 
Tabellen bedeutet die erste Komponente die Länge des Stengels (des 
Hypokotyls), die zweite die Wurzellänge: die Summe = die volle 
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Länge des Keimlings; W. K. = Kontrolle, d.h. in Wasser gequellte, 
nicht bestrahlte Samen; KJ—K: in KJ-Lösung gequellte und auch 
nicht bestrahlte Samen; W + 10 Ra: im Wasser gequellte und mit 
10 mg Ra Br, bestrahlte Samen; KJ + 10 Ra: in K J-Lösung gequellte 
und bestrahlte Samen. j 

Versuch 121. 


Samen nach 18stiindiger Quellung in 1proz. KJ-Lösung mit Filtrierpapier 
abgetrocknet und auf 4 Tage auf die Radiumkapsel gelegt; Temperatur 
14 bis 15°C; den zehnten Tag. 








W.K. KJ—K W + 10 Ra KJ + 10 Ra 
80- 160 ` 240 80 + 80 — 160 10+ 1 1 30 +6 == 36 
735+ 60 :.. 135 65 + 70 — 135 7 3>0+5 _ 35 
Mittellärge 187 AS EV A A 35 


Versuch 31. 
Die trockenen Samen befanden sich 4 Tage auf der Radiumkapsel; nach 
lSstündiger Quellung in lproz. KJ-Lösung auf feuchtem Papier zum 
Keimen gebracht; Temperatur 10 bis 12°C; den achten Tae. 











W.K. KIK W + 10 Ra KJ + 10 Ra 
25+75 — 100 26 + 44 — 70 5+10 — 15 10 + 17 = 27 
12-82 _: 94 22 +44 -- 66 10+ 6 - 16. 6 + 20 -- 26 
124+ 52 — 64 20 + 40 — 60 T+ 613 5+10 - 15 
IS + 85 - 100 22 + 40 — 62 ` ae 
Mittellänge 89 ` E CT o 14 22 


Versuch 54. 
Die trockenen Samen befanden sich 4 Tage lang auf der Radiumkapsel; 
darauf wurden sie nach 18stündiger Quellung in lproz. KJ-Lósung auf 
feuchtem Papier zum Keimen gebracht; Temperatur 10 bis 12 C; den 
zehnten Tag. 


W.K. KJ—K W +10 Ra KJ + 10 Ra 
40 16 — 56 19+ 16 : 35 121%: E 23 + 8 = 31 
3 7--30 4+ 9 23 4 19 +8-.27 
Mittellár ge 39 26 6 25 


Aus dem Angeführten ist folgendes zu ersehen: KJ hemmt bereits 
von sich aus etwas die Entwicklung der Keimlinge (vgl. W.K. und 
KJ — K). Bei KJ + 10 Ra wird die Entwicklung der Keimlinge 
viel weniger als bei W + 10 Ra gehemmt; so verhält sich im Versuch 
Nr. 121 die Länge der Keimlinge KJ + 10 Ra: W + 10 Ra wie 35: 9, 
in Nr.5l = 22:14, in Nr.54 =: 25:6; im letzten Versuch stimmt 
die mittlere Länge der Keimlinge KJ + 10 Ra (25 mm) fast mit derselben 
bei der Kontrolle KJ — K (26 mm) überein. Also vermindert KJ die 
hemmende Wirkung des Radiums auf die Pflanze und beseitigt manchmal 
dieselbe fast vollkommen. Interessant ist die Tatsache, daß das KJ an- 
tagonistisch gegen Radium wirkt, sowohl in dem Falle, wenn dasselbe 
vor der Bestrahlung (wie in Nr. 121), als auch nach der Bestrahlung 
(Versuch Nr.51 und 54) in die Pflanze eingeführt wird: im ersten 
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Falle scheint es, als ob KJ die Pflanze vor nachfolgender ungúnstiger 
Radiumeinwirkung schützt, im zweiten vermindert oder annulliert 
es dieselbe. . 

Der günstige Einfluß des KJ äußert sich bei der Bestrahlung 
mit Radium nicht nur darin, daß die Pflanzen größere Dimensionen 
erreichen, sondern daß sie auch qualitativ verbessert werden: KJ hält 
die durch Radium verursachte Nekrose!) der Wurzel auf: sie tritt später 
oder sogar gar nicht ein; die Wurzelhaare erscheinen früher und halten 
sich länger; die Keimblätter (Kotyledonen) entfalten sich schneller usw. 

Da Jod, wie unsere Versuche gezeigt haben, an und für sich. in 
verschiedenen Konzentrationen von 1: 10000 und höher, kombiniert 
mit Radiumbestrahlung, immer nur hemmend auf das Wachstum 
wirkt (die hemmenden Effekte von J und Radium sich summieren). 
so muß, anscheinend, die antagonistische Wirkung des KJ gerade 
dem Kalium zugeschrieben werden, was auch von unseren weiteren 
Versuchen mit Hefepilzen vollkommen bestätigt wurde. Wir müssen 
gleich hier bemerken, daß gerade die Hefepilze infolge ihrer großen 
Empfindlichkeit gegen die Radium- und Röntgenstrahleneinwirkung. 
Klarheit und Bestimmtheit der dabei zu beobachtenden Veränderungen 
und Möglichkeit, die Wirkung der Bestrahlung auf einer Reihe nach- 
folgender (Generationen zu verfolgen, sich als besonders geeignetes 
Objekt zum Studium der Einwirkung der Bestrahlung auf die Zelle 
überhaupt erwiesen haben. 

Die Methodik war dieselbe, wie in beiden früheren Arbeiten von 
Nadson?), wo sie genau beschrieben worden ist. Eine junge, 1- bis 2tägige 
Riesenkolonie gewöhnlicher Preßhefe (aus einer Zelle gewonnene Rein- 
kultur von Saccharomyces cerevisiae), aus 2tägiger Bierwürze-Kultur 
ausgesät, wurde auf Bierwürze-Agar in kleiner Kochschale gezüchtet: 
darauf wurde diese Kolonie umgeküpt und über einem Radiumpräparat 
von etwa 10mg RaBr, in flacher Ebonitkapsel mit Glimmerplatte 
in einer Entfernung von 2 bis 3mm untergebracht und einer nicht 
lange dauernden Bestrahlung ausgesetzt; sogleich nach der Bestrahlung 
oder nicht mehr als nach Verlauf von 1 bis 2 Stunden wurde die Kultur 
mikroskopisch untersucht. 

Um die Wirkung von Kalium zu ermitteln, wurden parallele Ver- 
suche angestellt, in welchen zum Nährsubstrat KCl oder NaCl in 
verschiedenen Mengen zugefügt wurde. 

Acht Versuchsreihen gaben bestimmte Resultate, von denen die 
wichtigsten folgende sind. Die durch Radium verursachten Ver- 

1) Näheres über die durch Radium hervorgerufenen pathologischen 
Erscheinungen siehe in der vorerwähnten Arbeit von Narson und Zolkeri?. 

2) Q. Nadson, 1922 und 1925. 
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ánderungen der Zelle, welche oben beschrieben worden sind, erscheinen 
in Gegenwart von 0,5 bis 1,5 Proz. KCl im Nährsubstrat und bei 
10 bis 60 Minuten dauernder Bestrahlung bedeutend schwácher aus- 
gedrückt: das Plasma ist viel weniger oder gar nicht getrübt, die Va- 
kuolisation der Zelle ist geringer, die Anzahl der Fetttröpfchen ist viel 
kleiner usw.; überhaupt fehlt das ‚,‚gealterte‘‘ Aussehen, welches dem 
Organismus das Radium verleiht: die Zellen sehen besser, jünger, als 
ohne KCl aus. Dagegen übt NaCl in denselben Konzentrationen 
einen solch günstigen Effekt, eine solch antagonistische Wirkung gegen 
Radium nicht aus; eher, umgekehrt, verschlechtert es den Zustand 
der Zelle; der Effekt von kombinierter NaCl- und Radiumwirkung 
äußert sich in noch tiefer gehenden Veränderungen der Zelle. Hierbei 
ist zu bemerken, daß KCI (0,5 bis 1,5 Proz. zum Nährsubstrat zu- 
gefügt) an und für sich gar keinen bemerkbaren oder eher ungünstigen, 
als günstigen Einfluß auf die Zelle ausübt. Noch schlechter wirkt in 
dieser Beziehung NaCl, welches sich in unseren Versuchen mehr 
toxisch, als ROL erwies !). 

Ganz gleich günstige Schutzwirkung auf die Zelle zeigt Kalium 
auch gegen Röntgenstrahlen. Die Hefezelle zeichnet sich, wie bereits 
erwähnt wurde, durch große Empfindlichkeit sowohl gegen Radium, 
als auch gegen Röntgenstrahlen aus. Es genügt schon 5 bis 10 Sekunden 
dauernde Bestrahlung, was ungefähr !/,, bis !/ H. E. D. entspricht, 
um sogleich nach der Bestrahlung (d.h. ohne Latenzperiode) beim 
Mikroskopieren bestimmte Zellveränderungen von gleichem Charakter, 
wie nach der Radiumeinwirkung zu konstatieren. Die Versuchs- 
methodik blieb immer dieselbe. 

ltägige Riesenkolonie in Kochschale auf Bierwürze-Agar mit 
Zusatz von 0,5 bis 1,5 Proz. KCI bzw. NaCl gleichzeitig mit neben- 
anliegenden Kontrollkulturen ohne KCl oder NaCl wurde bestimmter, 
aber kurzer, etwa 1% bis 4 Minuten dauernder Röntgenstrahlenwirkung 
unterworfen, und nachher sofort oder nach 1 bis 2 Stunden mikro- 
skopisch untersucht. Auch hier erhielten wir dasselbe Resultat. Kalium 
schwächt den Effekt der Röntgenstrahlen auf die Zelle ab; es wirkt 
antagonistisch. 

Von vielen Versuchen seien als Beispiele nur einige erwähnt: 


Versuch 8, 

Symmetrieapparat. Tonenröhre SHS; 75 Kilovolt; primär 7 Amp.; 
sekundär 2,0 Milliamp.; Filter 1, Al. Entfernung der Kultur von der 
Antikathode 16 cm; ungefähr IH.E.D. in 4 Minuten. Während der Be- 

1) In dieser Beziehung stimmen unsere Versuche mit den Angaben 
von Mitra (Univ. of California Publications in Agricult. Sciences 3, 63, 1917) 
überein, welcher ebenfalls die stärker toxische Wirkung des NaCl gegenüber 
dem KCL konstatierte. 
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strahlung wurde die Kultur anstatt mit Glasdeckel der Kochschale mit 
Filtrierpapier bedeckt. 

1-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrollkultur: deutlich ausgesprochene 
Veränderungen der Zelle, wie oben erwähnt (Vergrößern der Vakuole, An- 
schwellung der Zelle, Zunahme der Fetttröpfchen usw.). 

b) Agarkultur + 1% Proz. KCl. Alle diese Erscheinungen sind viel 
schwächer ausgedrückt und die Zellen unterscheiden sich sehr wenig von 
normalen. 

2-Minuten-Bestrahlung. a) Die Erscheinungen sind noch schärfer aus- 
gedrückt, als bei 1 Minute dauernder Bestrahlung. 

b) Die Veränderungen sind viel weniger als in der Kontrollkultur a) 
ausgedrückt ; die Mehrzahl der Zellen mit ganz normalem Plasma, viel weniger 
Fetttröpfchen, kleineren Vakuolen usw. und überhaupt sieht die Kultur 
auf Nährboden mit KCl viel jünger als ohne KCl, d. h. als die Kontroll- 
kultur aus. 


Versuch 25. 


Dieselben Apparatur- und Bestrahlungsbedingungen. 

2-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: deutliches Bild obenerwähnter 
Zellveränderungen. b) Nährsubstrat + 0,5 Proz. ROL: diese Veränderungen 
schwächer ausgedrückt; Plasma nicht so getrübt, durchsichtiger, weniger 
Fett usw. c) Nährsubstrat + 0,5 Proz. NaCl: die Zellen sehen mehr ge- 
schädigt aus, nicht nur im Vergleich zu 0,5 Proz. KCI (b), sondern auch 
zur Kontrolle (a): Plasma sehr blaß, verflüssigt, in vielen Zellen vollkommen 
aufgelöst und verschwunden, in der Zellflüssigkeit schwimmen nur kleine 
Fetttröpfchen. 


Versuch 6. 


Dieselbe Apparatur, aber ohne Filter. 

3-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: deutlich ausgedrückte Zell- 
veránderungen. b) Nährsubstrat + 0,8 Proz. KCl: kleinere Vakuolen 
und geringere Anschwellung der Zellen, bedeutend weniger Fett und über- 
haupt sieht die Kultur, wie in den vorhergehenden analogischen Fällen, 
viel besser aus. 


Versuch 16. 


Neo-Symmetrieapparat. Coolidgeröhre, 100 Kilovolt, primär 9 Amp., 
sekundär 2,5 Milliamp., ohne Filter; die Kultur ist von der Antikathode 
23 cm entfernt und mit Glasdeckel bedeckt. | 

1-Minuten- Bestrahlung. a) Kontrolle: deutliche Zellveránderungen. 
b) Náhrsubstrat + 0,5 Proz. KCl: die Zellen sind weniger verändert, 
sehen besser aus. c) Nährsubstrat + 1,5 Proz. KCl: dasselbe, die ganze 
Kultur sieht jünger aus. 

2-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: die Zellen mit noch bedeutend 
schärfer ausgedrückten Veränderungen. b) Nährsubstrat + 0,5 Proz. 
KCl: die Zellen sehen besser aus; viele normale Zellen mit durchsichtigem 
Plasma, ohne Fetttrópfchen. ce) Nährsubstrat + 1,5 Proz. KCl: bedeutend 
besser als a (Kontrolle): Zellen ungefähr von normaler Größe, nicht 
angeschwollen, mit kleiner Vakuole, ohne oder mit geringer Menge Fett: 
die Kultur sieht entschieden jünger als die Kontrollkultur aus. 


Versuch 12. 


Dieselbe Apparatur wie in Versuch 16, nur ist die Kultur anstatt mit 
einem Glasdeckel mit Filtrierpapier bedeckt. 
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2-Minuten- Bestrahlung. a) Kontrolle: scharfe Veränderungen der 
Zellen. bi Náhrsubstrat + 1,5 Proz. KCl: alle Erscheinungen viel schwächer 
ausgedrückt; die Zellen sehen viel besser als bei der Kontrolle aus. ch Náhr- 
substrat + 1,5 Proz. NaCl: Verflüssigung und in vielen Zellen vollständige 
oder fast vollständige Plasmaauflösung; in den Zellen schwimmende 
Klümpcehen und kleine Fetttrópfchen; die Kultur hat mehr gelitten als bei der 
Kontrolle. 

Versuch 23. 

Dieselbe Apparatur und Versuchsbedingungen wie in Versuch 12. 

5-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: stärkere Zellveránderungen 
als bei den vorhergehenden Versuchen (Plasma ist feinkörnig geworden, 
starke Vakuolisation und Anschwellung der Zellen, starke Zunahme der 
Fetttrópfchen). b) Nährsubstrat + 0,5 Proz. NaCl: viel angeschwollene 
Zellen, viel Fett, Plasma verflüssigt oder in vielen Zellen vollständig ver- 
schwunden, die Zellen sehen eigenartig und stark verändert aus, die ganze 
Kultur ist viel mehr geschädigt als bei der Kontrolle. 


Wir denken, daß die oben angeführten Facta, somit die antagoni- 
stische Wirkung von Kalium zu den Röntgenstrahlen und zum Radium 
feststehen. Jedoch überzeugten uns unsere Versuche davon, daß nur 
bei bestimmten Mengenverhältnissen zwischen dem Kalium in der 
Zelle und der von der Zelle erhaltenen Radium- bzw. Röntgenstrahlen- 
energie ein deutlich ausgeprägter Antagonismus zwischen diesen beiden 
zum Vorschein tritt, dagegen bei anderen Verhältnissen anstatt des 
Antagonismus eine Summation der ungünstigen Wirkungen beider 
Faktoren auf die Pflanze sich äußert. Es existiert ein gewisses Ba- 
lancieren zwischen Kalium und Radium bzw. Röntgenstrahlen. Dieses 
genau zu bestimmen, ist die Aufgabe zukünftiger Forschungen. 

Wir müssen hier noch betonen, daß der Antagonismus zwischen Kalium 
und Radium bzw. anderen radioaktiven Elementen auch in einem anderen 
Gebiet der Biologie bei Anwendung anderer Objekte und bei ganz anderen 
Versuchsanordnungen, nämlich auf einem isolierten Froschherz, erwähnt 
wurde. Wir meinen hier die höchst interessante Arbeit von Zwaardemaker!). 
Gleichfalls sei es uns noch gestattet, die Arbeiten von Stoklasa ?), als mit dem 
von uns untersuchten Problem in Verbindung stehend, zu erwähnen. In 
Versuchen mit verschiedenen Pflanzen (Roggen, Weizen, Bohnen, Buch- 
weizen usw.) zeigte Stoklasa, daß Radiumemanation (Radioaktivität des 
Milieus) die giftige Wirkung der Selenverbindungen auf Pflanzen bedeutend 
heruntersetzt oder neutralisiert: auf diese Weise erscheint Radium als 
Antagonist von Selen. 

Wir setzen unsere Versuche der kombinierten Wirkungen ver- 
schiedener chemischer Agenzien und Radium bzw. Röntgenstrahlen 
auf niedere Organismen fort. 

1) H. Zwaardemaker, Ergebn. d. Physiol. 19, 326, 1921; C. r. Soc. Biol. 
1919, S. 625; Klin. Wochenschr. 1, 594, 1922, 

2) J. Stoklasa, C. r. Acad. d. Sc. Paris 174, 1075, 1256, 1922. 
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Versuche zur Ermittlung des Lóslichkeitsprodukts 
von Dicalciumphosphat. 


Von 
M. K. Domontovitsch und O. Y. Sarubina. 


(Aus dem Laboratorium von Prof. D. N. Prianischnikov in der landwirt- 
schaftlichen Akademie (früher Petrovskaia) bei Moskau.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1925.) 


Die Frage nach der Löslichkeit der Calciumphosphatsalze hat 
bekanntlich eine große Bedeutung für die Landwirtschaft und die 
Physiologie der Pflanzenernährung. Die Verhältnisse, welche bei der 
Auflösung oder Ausfällung der Calciumphosphate auftreten, sind aber 
(infolge der Dreibasizität der Phosphorsäure, der Möglichkeit der 
Bildung verschieden hydratisierter Salze usw.) sehr kompliziert und 
bei weitem noch nicht vollständig aufgeklärt. 


Die Verfasser der vorliegenden Arbeit versuchten, den bekannten 
Satz von der Konstanz des Löslichkeitsprodukts auf die Fälle der Lös- 
lichkeit von Calciumphosphatsalzen in Wasser und verdünnten wásse- 
rigen Elektrolytlösungen anzuwenden. Als erstes Objekt der Unter- 
suchung wurde das Dicalciumphosphat CaHPO, 2aq, welches leicht 
in kristallinischer Form herstellbar ist, gewählt. 

Zahlreiche in der Literatur beschriebene Messungen der Lös- 
lichkeit von Ca H PO, 2aq in wässerigen Lösungen [Stoklasa, Rindell. 
Cameron. Joly et Sorel!) u. a.] konnten zu unseren Zwecken nicht 
gebraucht werden, da bei diesen Messungen die Wasserstoffionen- 
konzentration nicht berücksichtigt war. 

Zur experimentellen Prüfung der Formel 


[Ca J[HPO4] = Konst. = ? 


ist eine Bestimmung der Konzentrationen von Ca und von HU 
Ionen in gesättigten Lösungen von CaHPO, 2aq erforderlich. 

1) Landw. Versuchsst. 38, 401, 1891: Amer. Chem. Soc. 28, 1222, 1906: 
Cor. 118, 738. 
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In unserer Arbeit wurde die Ca-Ionenkonzentration einfach der 
analytisch gefundenen Gesamtkonzentration des Ca gleichgesetzt. 
Die Konzentration der HPO,-Ionen wurde aus zwei analytisch be- 
stimmten Größen: 1. der Gesamtkonzentration von P,O; und 2. der 
Wasserstoffionenkonzentration berechnet. 


Das Calcium wurde nach der Permanganatmethode, die P,O, 


nach der Methode von Lorenz uhd py mit der Chinhydronelektrode 
bestimmt. 


Zur Berechnung der Konzentration von HPO,-Ionen diente 
die Formel: 


[H PO'] == NE P,O;] 


l + 1067 — pp) | (D 


Hier bedeutet [HPO4] die gesuchte Konzentration der HPO,-Ionen, 
[1> P,O,] die analytisch gefundene Gesamtkonzentration der Phos- 
phorsäure (also die Gewichtsmenge P,O, pro Liter dividiert durch 71), 
Du den Wasserstoffexponenten; die Zahl 6,7 ist von der zweiten 
Dissoziationskonstante der H. PO, (10767) entnommen. 


Diese Formel wurde aus den zwei folgenden mathematisch for- 
mulierten Hypothesen entwickelt: 


l. Die Summe aller Phosphate in der Lösung besteht ausschließlich 
aus zwei Ionenformen, HPO4 und H,P 04, oder [H,P 04] 4- [HPO;] 
= [% P,05]. 

2. Das Gleichgewicht zwischen den Phosphationen und den Wasser- 
stoffionen wird vom Massenwirkungsgesetz beherrscht nach der Formel: 


A A 
[H,PO,] 
Die durchgeführten Versuche zerfallen in zwei Reihen: 1. Aus- 
fällungsversuche, 2. Auflósungsversuche. Wir werden unsere Be- 
schreibung von der ersten Reihe anfangen. 


Zur Erhaltung von Ca HP O, 2 aq-Niederschlägen wurden Lösungen 
von Ca Cl, (0,1 mol.), von KH,PO, (0,1 mol.) und von NaOH (0,2 mol.) 
in verschiedenen Proportionen in einer Reihe von Kolben gemischt; 
die Kolben wurden längere Zeit bei Zimmertemperatur von 19 bis 220 
stehen gelassen und täglich geschüttelt. Die anfänglich immer amorphen 
Niederschläge gingen allmählich in kristallinische Form über, wenn 
die Reaktion der überstehenden Flüssigkeit genügend sauer war (un- 
gefähr pg < 5,5); bei pp > 6,3 blieben die Niederschläge gewöhnlich 
amorph. In einigen Fällen, im Reaktionsintervall von ungefähr 5,5 
bis 6,2, blieben Kristalle und amorphe Massen in den Niederschlägen 
nebeneinander monatelang beständig. 
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Zur Charakterisierung der Calciumphosphatniederschläge bei den 
Bedingungen unserer Versuche werden hier in der Tabelle 1 die Er- 
gebnisse eines Versuchs, bei welchem CaCl, (0,1 mol.) und KH,PO, 
(0,1 mol.) im Verhältnis von 1:2 und dazu noch verschiedene Mengen 
von 0,2 mol. NaOH gemischt wurden, angeführt. 














ar I. 
Din de een 14,67 | 5,55 | 6,24 | 6,45 16,86 | 7,21 | 8,03 
Ca: P,O, im Bodenkörper . 197 2,03. 2,35 2,37, 2,93 Big 3,03 | 3,03 
Bodenkörper kristallinisch GE) E | | 
oder amorph (—) . ... - + ee ae 


Die Analysen wurden nach 3 Wochen nach dem Zusammenmischen 
der Reagenzien durchgeführt. 


Bei der Durchführung der Lóslichkeitsbestimmungen von Ca H PO, 
+ 2 aq wurde als Kriterium der Anwesenheit von Ca H P 0,2aq, in den 
Niederschlágen das Auftreten von typischen Kristallen des Dicalcium- 
phosphats bei mikroskopischer Untersuchung angenommen; es wurden 
also nur die Lösungen über den (vollständig oder teilweise) kristalli- 
nischen Bodenkörpern analysiert. 

Die Ergebnisse der Analysen sind in der Tabelle II zusammen- 
gestellt. 

Tabelle II. 


Ausfállung von CaHPO, 2aq aus Gemischen von KH,PO, (0,1 mol.) 
+ CaCl, (0,1 mol.) + NaOH (0,2 mol.). 


Analysen der Abel hans EE 























zogen  Konssntnion am Ende ` ege E Lati 
ee Versuche: in Millimol pro Liter | - Ca: PO; PH o 
| D "CG SO, in der Lósung ee "Ben 
4. 8 3,32 9,15 0,362 ' 540 554 
| | 1,30 | 7,75 0,167 | 5,86 ` 5.60 
0,636 718 0,088 6,26 | 5,61 
5 50 0,623 ` 1450 0,043 596 | 5,50 
1,60 16,10 ' 0,099 3,52 | 5,53 
1,40 16,20, 0,086 5,54 5,51 
| 32,40 732 | 4,43 4,52 | 5,51 
6 60 | 2760 | 718 © 3,83 4,52 5,60 
| © 2570 ` 578 , 445 | 464 | 5,57 
31,60 8,80 ' 3,60 4,44 5,52 
26,20 7,32, 3,58 4,48 | 5.63 
| 1950 ` 500 i 399 4,78 5,67 
| 30,00 901 ¡ 3,33 442 | 5,55 
, 15,20 ` 4,50 343 . 4,82 5,74 
14.70 416 3146 487 | 5,6 
12,20 | 331 369 502 ı 5m 


Bei dieser Versuchsreihe schwankte die Gesamtkonzentration der 
Elektrolyte (Na, K. Ca, Cl. H,PO, HPO,) von 0,04 bis 0,10 mol.; 
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die pa-Werte von 6,2 bis 4,4 pa; das Ca: P,O,-Verhältnis in der Lösung 
varlierte von 0,043 bis 4,45 (also mehr als 100fach); die Variationen 
der berechneten Löslichkeitsprodukte waren zwischen den Grenzwerten 
von 10735 bis 10-376 eingeschlossen; das Verhältnis der extremen 
Schwankungen der Löslichkeitsprodukte war also 1: 1,8. 


Eine gewisse Stabilität der Löslichkeitsprodukte von CaHPO, 2aq 
tritt folglich in diesen Versuchen deutlich hervor. Ob die dennoch 
ziemlich beträchtlichen Schwankungen von den Mängeln der Versuchs- 
anordnung oder von der Nichtgültigkeit der angewendeten Formel 
abhängen, das könnten nur weitere Untersuchungen aufklären. Wenn 
wir die Ergebnisse der weiter angeführten Auflösungsversuche zum 
Vergleich herausziehen, so scheint es, daß in der besprochenen Aus- 
fällungsversuchsreihe das Gleichgewicht zwischen Bodenkörper und 
Lösung in den meisten Fällen nicht erreicht wurde und daß der richtige 
Wert des Löslichkeitsprodukts bei den Bedingungen dieser Versuche 
sich eher der kleinsten gefundenen Zahl (10756) als dem beobachteten 
Mittelwert (etwa 10756) nähert. 

Wir gehen jetzt zur Beschreibung der Auflösungsversuche über. 
Diese Versuche wurden mit frisch gefälltem CaHPO,2aq durch- 
geführt; zur Ausfällung vom Calciumdiphosphat wurden zwei Methoden 
angewendet: 


1. Ausfällung einer Lösung von Na, H PO, durch Ca Cl. 


2. Auflösen von Ca,(PO,), in Essigsäure und Ausfällen mit Am- 
moniak. Die beiden Methoden ergaben nach der Kristallform und nach 
dem Verhältnis von Ca: P,O, (welches der Formel des CaHPO, ent- 
sprach) identische Produkte; die Präparate wurden nicht zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, und das Kristallwasser wurde nicht bestimmt; 
in Parallelversuchen ergaben beide Präparate auch identische Lös- 
lichkeitsprodukte. 


Die Versuche wurden in folgender Weise durchgeführt. Bestimmte 
Mengen von CaHPO, 2aq (gewöhnlich l g pro Liter Lösungsmittel) 
wurden in eine Reihe von Kolben mit verschiedenen Lösungsmitteln 
gebracht; zum Durchmischen wurde durch die Kolben 6 Stunden 
täglich ein Strom in einer Reihe von Waschflaschen gereinigter Luft 
durchgezogen; die Temperatur während der Versuche blieb in den 
Grenzen von 19 bis 22%. Die Bodenkörper wurden beim Abschluß der 
Versuche mikroskopisch geprüft; die Kristalle behielten in allen Fällen 
die ursprüngliche Form des Ausgangsmaterials; einzelne Bodenkörper- 
proben wurden auch analysiert. Die Analysen der Lösungen wurden 
nach 1, 2 und in einigen Fällen nach 3 und 4Wochen nach dem Anfange 
der Versuche durchgeführt: beinahe in allen Fällen wurde schon in 
der ersten Woche das Gleichgewicht praktisch erreicht. 
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Tabelle III. Ergebnisse der Auflösungsversuche mit Ca H PO, 2 aq. 






































1,398 rA 1980: 6,46 0,0028| 613 


0,003mol. | 2,993; 1,550 | 1,930. 5,71 ¡0,006 ` 6,08 


n 


D E Ä | Ergebnisse der Analysen der Lösung `; Z 
38 |! 2 sc? ! am Ende der Versuche 280 
3 Ek 
230 (13 | Urspringliche r i $37 
DA ` E 3 " | Ge : v 
e e lg e Zusammensetzung | Ca Pa Oe > samt | 3 En, 
> | => des Lósungsmittels saatan PH ionens , ZS 
Du: | N | i Alter WC P2 Os | ‚konzen« ER 
7 3 i mol pro | mol pro tration 77 £ 
S = Tage - 00... Liter l Liter | eege 
— = e , Jesse - 
28 EEN 0,723| 0,514 | 1,410! 7,15 |0,0017|| 6,25 
2 HO AA 0,798 0,451 | 1 770 | 7,24 0,0017: 6,25 

21 ' Essigsäure, 0,001 mol. | 


28 | * 0.005mol. | 3,890 2,110, 1,850 | 5,40 |0.008 i 6,11 
28 PO, 0,025mol. . | 2680| 2,890 | 0,956 | 5,60 0,008 | 5,95 


es 00025mol. | 0,289! 2,250 0,133 | 6,86 0,008 , 6,10 





e PO a EE 



































15 
4 1 
4 2 
4 3 
2 4 
2 31 
1 4 
4 5| 21  Bernsteins., 0,003mol. ¡| 4,690| 2,465 1,870 542 0,010 5.88 
5 5| 7 | HCl, 0,004mol. . . . | 3,990| 2,324, 1,720 5,41 0,013 | 6.4 
4 4 1 21 Essigsäure, 0,01 mol. . | 7.083 3.691 | 1970 | 4.95 A0. 6.05 
4j 

EE DD apen | 0240 3,940| 0,083; 6,80 0015 | 5% 
2 3l 28 H PO. 0,008mol. 5,340| 5,490| 0.970 | 5,00 ¡0016 | 5% 
1 2198 vin. EO, 0,005 mol. | 0,648| 5,9201 0,110 5,89 |0,017 ' 599 
1 1| 28 > 005mol. . | 1,110024,100| 0045| 5.30 '0,10 ;5.0 
3 1), 14 |NacCl, 0,05mol. . . . | 1,400! 0,732| 1,910 ' 7,24 0,10 | 5,80 
3 5| 14 CaCl, 0,034mol. 34,700, 0,672 51,600 5,71 ¡0,10 A7 
3 d 14 NaCl, 0,044 mol. | | | 

| + HCl, 0,004mol.. | 4,390) 2,395 | 1,840 5,62 0,10 , 5,79 
5 21 7'Daselbe ...... | 4190| 2392| ng 5,67 |0,10 A 
3 3| 14 NaCl 0,038 mol. | | 

' + HC, 0,08mol. . | 8,180, 4,295 | 1,920 ' 5,07 0,10 5,9 
5 3| 7 Dasselbe ...... | 7,981) 4,295 | 1,860 | 5,13 |0,10 "A7 
3 4 | 14 NaCl, 0,026 mol. | | | | 

| |! + HCI, 0,016mol. . 15,960) 8,591 | 1,860, 4,53 ‚0,10 "Ai 
5 4| 7 Dasselbe ...... 15,760 8,591 | 1,840 4,57 10,10 58% 
2 5 | 28 |Nacl, O,lmol. | | || 1600| 0916 1750| 722 02 At 








Die Ergebnisse aller bisher durchgeführten Versuche sind in der 
Tabelle III zusammengestellt; dabei wurde das Material nicht chrono- 
logisch nach den einzelnen Versuchsreihen, sondern nach den zu- 
nehmenden Werten einer willkürlich gewählten Größe, der Gesamt- 
ionenkonzentration in den Lösungen, angeordnet. (In der Tabelle sind 
nur die beim Abschluß der Versuche erhaltenen analytischen Größen 
angeführt). Die Gesamtionenkonzentration wurde aus der bekannten 
Zusammensetzung des ursprünglichen Lösungsmittels und aus den 
Ca und P,O,-Analysen als Summe der Konzentration von allen ein- 
zelnen Ionenarten näherungsweise berechnet. 

Die in der Tabelle angeführten Reihen zeigen folgende extreme 
Schwankungen: py von 7,24 bis 4,53, für die (H`) also 1:513. Die 
Gesamtionenkonzentration von 0,0017 bis 0,2, also 1: 118. Das Ca/P,0,- 
Verhältnis von 0,045 bis 51,6, also 1:1146. Das Löslichkeitsprodukt 
von 107 625 his 10759, also 1:4. 
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Auch in dieser Serie zeigt das Löslichkeitsprodukt eine viel größere 
Stabilität als alle anderen berücksichtigten Größen. 

Einen viel höheren Stabilitätsgrad zeigen aber die bei einer be- 
stimmten Gesamtionenkonzentration gefundenen Löslichkeitsprodukte ; 
so z. B. in Lösungen mit einer Ionenkonzentration von 0,10 schwanken 
die Löslichkeitsprodukte nur in den engen Grenzen von 10757 bis 105°; 
eine Schwankung, welche die analytischen Fehler bei unserer Ver- 
uchsanordnung nicht überschreitet. 

Die von uns zur Berechnung der Löslichkeitsprodukte gebrauchten 
Formeln scheinen also nur zum Vergleich der Löslichkeiten in gleich 
konzentrierten Elektrolytlösungen anwendbar zu sein. Beim Vergleich 
der Löslichkeiten von CaHPO,2aq in verschieden konzentrierten 
Lösungsmitteln müssen in die oben angeführten Formeln noch passende 
„Konzentrationskorrekturen‘ eingeführt werden; die Größenordnung 
derartiger Korrekturen ist aus unseren Versuchen ersichtlich; das 
vorliegende Material ist aber zur quantitativen Ermittlung dieser 
Korrektionskoeffizienten nicht genügend. 


Zusammenfassung. 


In der Absicht, das Löslichkeitsprodukt von CaHPO,2aq zu 
bestimmen, haben die Verfasser eine Reihe von Löslichkeitsbe- 
stimmungen durchgeführt; dabei wurden in den gesättigten Lösungen 
von CaHPO, 2aq in Wasser und in verdünnten Elektrolytlósungen 
die Konzentrationen von Ca, P,O, und von den H-Ionen bestimmt. 
Die Konzentration des Diphosphations [H P0O4] wurde aus den ana- 
Iytisch gefundenen Größen von [P,O,] und TH nach folgender Formel 
berechnet 
"a DI 9 P,O,] 
az 1 + 1067-7 

Das Lóslichkeitsprodukt [Ca ] [HPO4] wurde für destilliertes 
(von CO, nicht befreites) Wasser gleich 107 %%% bei Temperaturen 
von 19 bis 220 C gefunden. 

In Elektrolytlösungen von verschiedener Zusammensetzung (in 
Anwesenheit von verschiedenen Mengen von Na, Ca, K, Cl, H,PO,) 
aber von einer unveränderlichen Gesamtionenkonzentration von 0,1 mol. 
(oder ungefähr 0,05 mol. nach gewöhnlicher Schreibweise) wurde das 
Löslichkeitsprodukt gleich 10°"? gefunden (genauer war der nega- 
tive Logarithmus dieses Produkts = 5.75 -- 0.05, welche Schwankung 
in den Grenzen des Versuchsfehlers liegt). 

Bei kleineren Elektrolytkonzentrationen schwankten die Werte 
der Löslichkeitprodukte zwischen den angeführten Grenzen 1079 
und 107%, 


Die Puffereigenschaft der Serumeiweißkörper. 


Von 
Kl. Gollwitzer-Meier. 


(Aus der médizinischen Klinik der Universitát Greifswald.) 
(Eingegangen am 31. Juli 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Texte. 


Der Schutz des Blutes gegen plötzliche Änderungen seiner Reaktion 
beruht auf seiner ausgezeichneten Pufferung, die es vor allem der Gegen- 
wart des Hämoglobins verdankt. Die Puffergröße fällt und steigt mit 
der Hämoglobinmenge!). Ein Ausdruck dieser Pufferung ist die Form 
der CO,-Dissoziationskurve des Gesamtblutes. Es wird mit zu- 
nehmender Wasserstoffionenkonzentration immer mehr Alkali von den 
Puffern zur Kohlensäurebindung abgegeben. Im Vergleich zum 
Hämoglobin treten die übrigen Puffer des Blutes in den Hintergrund 
und spielen für die Reaktionsregulation kaum eine Rolle [Hasselbalch?), 
Straub und Meier?*)]. So gering die Puffereigenschaft der Serum- 
Eiweißkörper auch sein mag, so ist ihr Nachweis doch für eine andere 
Fragestellung von großer Bedeutung, nämlich für die Theorie der 
Elektrolytverteilung zwischen Blut und Gewebe. Folgt diese Elek- 
trolytverteilung dem Membrangesetz, so ist die notwendige Voraus- 
setzung dafür nicht nur die Gegenwart von nichtdiffusiblen Serum- 
eiweißkörpern, sondern auch das Bestehen von Alkalieiweißverbin- 
dungen. Die Frage der Serumpufferung und der Alkalibindung an die 
Serumeiweißkörper sind auf das engste miteinander verknüpft und 
erfordern eine gemeinsame Besprechung. Die Existenz solcher Alkali- 
eiweißverbindungen schien vor allem durch Dialyseversuche von Rona 
und György bewiesen zu sein‘). Die Angaben hielten aber einer Nach, 
prüfung mit besserer Methode und Anwendung einer Kompensations- 
Schnelldialvse nicht stand, vielmehr soll [Rona, Haurowitz und Petow°)] 


1) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 80, 241, 1917. 

` Derselbe, ebendaselbst 78, 112, 1917. 

3) H. Straub und Kl. Meier, ebendaselbst 89, 56, 1918. 

2) R. Rona und P. György, ebendaselbst 36, 416, 1913. 

5) P. Rona, F. Haurowitz und H. Petow, ebendaselbst 149, 393, 1924. 
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bei alkalischer Reaktion das Na im Serum vollkommen diffusibel sein, 
mit anderen Worten, keine Bindung mit EiweiBkórpern eingehen. 
Ebenso wird von Mond!) die Möglichkeit einer Bindung merklicher 
Alkalimengen an die Eiweißkörper abgelehnt auf Grund von HCl- 
Titrationskurven des Ultrafiltrats von Rinderserum. Danach enthält 
das normale Serum eine bisher unbekannte Säure in einer Konzentration 
von n/70 bis n/120, die in das Ultrafiltrat übergeht und zwischen py 5 
und 2 ein Pufferungsoptimum besitzt. Auf der Gegenwart dieser Säure 
beruht nach Mond das normale Anionendefizit im Blute, nicht auf 
der Gegenwart von Eiweißanionen. Daraus würde sich also der weitere 
Schluß ergeben, daß, soweit sich mit zunehmender H-Ionenkonzen- 
tration eine Serumpufferung nachweisen läßt, sie nicht auf eine Alkali- 
abgabe der Eiweißkörper, sondern eben dieser unbekannten Säure 
zu beziehen ist. 

Eine Diskussion der ganzen Frage setzt Einigkeit darüber voraus, 
ob das Serum eine eigene meßbare Pufferung besitzt. Diese Frage 
hat bereits eine eingehende Bearbeitung gefunden. Nach den Beob- 
achtungen Hasselbalchs nimmt die Menge der gebundenen Kohlen- 
sáure im Serum bei der Kohlensäuretitration zu, d.h. die Serumkurve 
ist etwas gepuffert. Auch Straub und Aleier machten die Fest- 
stellung einer allerdings nur bei niedriger Kohlensäurespannung nach- 
weisbaren Serumpufferung. Es wird also Alkali mit steigender 
Kohlensäurespannung zur Kohlensäurebindung bereit gestellt durch 
Beeinflussung der Dissoziation einer im Serum vorhandenen schwachen 
Säure. Dieser Auffassung schlossen sich verschiedene andere Unter- 
sucher an [Warburg?), Collip3)]. Nach Doisy, Eaton und Chouket) 
sollen 16 Proz. des Pufferalkalis im Gesamtblut auf die serumeigenen 
Puffer entfallen. 

Sehr viel schwieriger ist die Entscheidung über die Natur der 
Serumpuffer. Es war naheliegend, die Puffereigenschaft den Serum- 
eiweißkörpern zuzuschreiben. Damit mußte man aber auch an der 
Alkalibindung der Serumeiweißkörper festhalten. Dagegen sind aber, 
wie: erwähnt, Widersprüche geltend gemacht worden. 

Zu denen, die sich der gegensätzlichen Meinung anschließen, gehören 
auch Cushny°), Mellanby und Thomas*) und Bayliss’). Cushny stützt sich 

1) R. Mond, Pflürers Arch. 199, 187, 1923: R. Mond und H. Netter, 
ebendaselbst 207, 515. 1925. 

2) E.J. Warburg, Biochem. Journ. 16, 153, 1922. 

3) I. B. Collip, Journ. of biol. Chem. 46, 61, 1921. 

1) E. Doisy, E. Eaton und K. Chouke, ebendaselbst 33, 61, 1922. 

5) T. R.Cushny. Journ. of Physiol. 53, 391, 1920, 

8) Mellanby und Thomas, ebendaselbst 94, 178, 1920. 

2) Bayliss, ebendaselbst 53, 162. 1919. 


472 Kl. Gollwitzer-Meier: 


dabei auf Filtrationsversuche im Serum, ohne die Tatsache der Serum- 
pufferung zu berücksichtigen. Die Darlegungen von Mellanby und Thomas 
ebenso von Bayliss sind bereits von Parsons und Parsons *) bzw. E. S. Warburg 
widerlegt worden. Es wurde sogar später durch Mukai?) unter Bayliss 
in Übereinstimmung mit anderen Untersuchern die Puffereigenschaft 
des Serums bestätigt. 


Diese verschiedenen Widersprüche lassen sich an Hand der bisher 
mitgeteilten Versuche nicht beseitigen, zumal diese mit verschiedenen 
Methoden angestellt wurden. Zum Nachweis der Serumpufferung 
diente gewöhnlich die CO,-Bindungskurve, während die Möglichkeit 
von Alkalieiweißverbindungen auf Grund von Filtrations- und Dialyse- 
versuchen abgelehnt wurde, in denen sich der Serumalkali als fast 
völlig diffusibel erwies. Wenn nun der Nachweis einer Pufferwirkung 
des Serums geliefert erscheint, andererseits aber die Möglichkeit einer 
Alkalibindung durch die Eiweißkörper abzulehnen wäre, so müßte die 
Serumpufferung auf einer anderen unbekannten Säure beruhen, deren 
Existenz Mond behauptet. 


Es ist deshalb zu prüfen, wieweit die Serumpufferung eine Funktion 
der Serumeiweißkörper ist. Verdankt diesen das Serum seine Pufferung. 
so müßten wir im eiweißfreien Ultrafiltrat diese Pufferung vermissen, 
außerdem muß die Puffergröße mit der Konzentration der Serum- 
eiweißkörper zunehmen. 


Für Untersuchungen der Pufferungsgröße stellt die Bestimmung 
der Kohlensäurebindungskurve die empfindlichste Methode dar, da sie 
einen exakten Nachweis von ganz geringen Veränderungen im Puffer- 
alkali gestattet. Ich habe nun einmal die Pufferung von gewöhnlichen 
unverándertem Serum bestimmt, dann einen Teil dieses Serums ultra- 
filtriert und auch die Pufferung des Ultrafiltrats und Ultrafiltrations- 
rückstandes gemessen. Die Ultrafiltration wurde mit kleinen Serum- 
mengen ausgeführt und erstreckte sich nur auf die Dauer von einigen 
Stunden. Die Bestimmung der Kohlensáurebindungskurve wurde 
noch am selben Tage vorgenommen bei einer Versuchstemperatur 
von 38°C. Das Ultrafiltrat war völlig eiweißfrei, der EiweiBprozent- 
gehalt des Rückstandes wesentlich erhöht gegenüber dem normalen 
Serum. Die Pufferung wurde innerhalb des physiologischen Reaktions- 
bereichs bei niedrigen Kohlensäurespannungen untersucht. 


Im unveränderten Serum nahm mit steigender Kohlensäure- 
spannung die Menge der gebundenen Kohlensäure etwas zu (s. Tabelle I, 
Abb. 1). Es bestätigt dies nur die früheren Angaben über die Serum- 
pufferung. Aber auch im eiweißfreien Ultrafiltrat ließ sich eine ganz 


1) T. R. Parsons und W. Parsons, diese Zeitschr. 126, 199, 121. 
2) Mukai, Journ. of Physiol. 55, 356, 1921. 

















Puffereigenschaft der Serumeiweißkörper. 
Tabelle I. 
Í l Gebundene C O, We Zunahme der 
CO;.Spannun | ——— ~ geb. CO Du 
| Vol.»Proz. | Millimol Millimol 
Unverändertes Serum. Eiweiß = 8,8 Proz. 
16,7 l! 49,9 22,2 li | 7,19 
270 1 551... A6 | +24 753 
39,0 56,7 25,3 | + 3,1 1,38 
60,0 58,4 i 26.0 | + 3,8 7,20 
Ultrafiltrationsrückstand. Eiweiß = 0. 
18,1 50,4 22,5 7,66 
29,8 51,7 ” 23,0 +05 7,46 
36,2 52,2 23,3 + 0,7 7,38 
Ultrafiltrationsrúickstand. Eiweiß = 13.5 Proz. 
16,6 48,7 , 21,7 | 7,69 
36,7 59,4 26,5 + 4,8 | 7,42 
44,3 60,5 27,8 +5,3 7,35 
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Abb. 1. CO.»Bindungskurven von Serum, Ultrafiltrat und l'ltrafiltrationsrúuckstand. 


Puffergröße dient die Zunahme der gebundenen Kohlensäure. 
ist in den Tabellen in Millimolen angegeben. 
als Pufferwert einer Lösung die Menge der aufgenommenen Alkali- 
áquivalente bei Änderung der H-Tonenkonzentration um eine Einheit. 


1) D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 525, 1922. 
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geringe Pufferung nachweisen, allerdings betrug die Puffergröße des 
Ultrafiltrats bloß einen Bruchteil der des normalen Serums, während 
bei dem Ultrafiltrationsrückstand mit erhöhtem Eiweißgchalt die 
Puffergröße die des gewöhnlichen Serums übertraf. 


Als Maß der 


Sie 


Van Slyke!) bezeichnete 
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Abb. 2 zeigt den Pufferwert von normalem Serum, Ultrafiltrat und 
Ultrafiltrationsrückstand zwischen pg 7,5 und 7,3. Die Größe des 
Pufferwerts ändert sich mit der H-Ionenkonzentration und wird mit 
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Abb. 2. Pufferwert von Serum, Uitrafiltrat und Ultrafiltrationsrückstand 
bei verschiedenem Pp. 
a und a’ beruhen auf der Pufferung durch Eiweißkörper + ultras 
filtrierbare Serumbestandteile. 
h beruht auf der Pufferung durch ultrafiltrierbare Serumbestandteile. 


steigender H-Ionenkonzentration kleiner. Bei höherer Kohlensäure- 
spannung findet im Serum überhaupt keine Mehrbindung von Kohlen- 
säure statt (Straub und Meier). Der Pufferwert wird Null. 











Tabelle 11. 
Gebundene CO, || Zunahme der | 
CO,+Spannung — Se Soe | geb, CO? | Pu 
Vol.Proz. | Millimol | 


Millimol 


Unverändertes Serum. Eiweiß = 7,7 Proz. 














33,4 53,1 23,7 | 7,42 
46,7 56,0 25,0 + 13 7.29 
68,0 | 57,9 25,8 + 2,1 7,14 
Ultrafiltrationsrückstand. Eiweiß = 0. 
19.6 540 | 24,1 7,66 
34.5 | 55,7 | 24.8 | +07 7,42 
50.2 | 550 | 25,0 +09 | 726 
592 | 566 | 252 +11 | 719 
Ultrafiltrationsrückstand. Eiweiß = 15,8 Proz. 
11.8 491 | 21,9 7,84 
30,0 570 | 254 = +35 7,49 
41.7 62.4 27.8 + 5,9 7,38 
70,2 657 | 29,3 +74 7,18 


~] 
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Tabelle III. 





Gebundene CO, 





| Zunahme der | 














CO.sSpannung Er ai e in geb. CO, | PH 

f Vol.sProz. Millimol | Millimol | 
Unverándertes Serum. Eiweiß = 7,0 Proz. 

13.8 35,4 15,8 | | 7,65 

26,8 41,2 18,3 l + 2,5 | 7.42 

43,2 a 43,2 19,4 | + 3,6 | 7,23 

58.6 | 45,7 20,4 | + 4,6 | 7,12 
Ultrafiltrationsrückstand. Eiweiß = 0. 

17,5 | 38,7 | 17,2 7,58 

29,9 39,7 | 17,7 | + 0,5 7,36 

49,9 40,1 | 17,9 + 0,7 7,14 

Ultrafiltrationsrückstand. Eiweiß =- 10,7 Proz. 

12,6 | 35,2 15,7 7,69 

21,7 439 | 195 +38 7,53 

47,3 483 | 215 ' +5,8 7,22 

59,7 51,2 | 22,8 f +7,1 7.15 


Diese Versuche erfahren eine wertvolle Unterstützung durch die Angaben 
von van Slyke, Wu und Mc Lean’). Sie dialysierten Serum bis zu einer 
Elektrolytkonzentration von weniger als n/1000 und untersuchten die 
Puffereigenschaft der Serumeiweißkörper in einer Na,CO,- und NaCl- 
Lösung. Auch in dieser Lösung von genau bekanntem Salzgehalt ließ sich 
mit zunehmender Kohlensäurespannung eine Mehrbindung von Kohlen- 
säure nachweisen, die nur auf die Eiweißkörper bezogen werden konnte. 

Die Serumpufferung ist nach diesen Versuchen also an die Gegen- 
wart der Eiweißkörper gebunden und nach dem Pufferwert der Ultra- 
filtrationskurve nur zu einem ganz geringen Teile an die Phosphate 
und andere ultrafiltrierbare saure Serumbestandteile. Die mit zu- 
nehmender H-Ionenkonzentration erfolgte Mehrbindung von Na an 
Kohlensäure ist äquivalent einer von den Puffern abgespaltenen Alkali- 
menge. Es wird also von den Serumeiweißkörpern innerhalb des 
physiologischen Reaktionsbereiches eine meßbare Alkalimenge zur 
Serumpufferung abgegeben. Die Serumeiweißkörper müssen an Alkali 
gebunden sein. 


1) D. van Slyke, H. Wu und Fr. Mc Lean, ebendaselbst 56, 765, 1923. 


Einfache und schnelle nephelometrische Bestimmung 
der verschiedenen Substanzen. 
Zugleich einfache Sulfatbestimmung im Harn. 


Von 
Leo Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhäuser der jüdischen Gemeinde 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1925.) 


Die quantitative Bestimmung der verschiedenen Verbindungen 
bzw. Elemente in den verschiedenen Körpersäften ist hauptsächlich 
deshalb so umständlich, weil bei deren genauer Bestimmung. die 
Separierung der Stoffe aus den Körpersäften notwendig ist. Gesteigert 
wird die Schwierigkeit der Bestimmung, wenn wir zur genauen Be- 
endigung der Untersuchung nur über eine gravimetrische Bestimmung 
verfügen. 

Die Bestimmung des SO,, Na, K, Mg usw. ist wegen obiger Um- 
stände im Rahmen der alltäglichen klinischen Untersuchungen nicht 
auszuführen ; und doch ist es sicher, daß die Untersuchung der Quan- 
titätsveränderungen obiger Ionen in sehr vielen Fällen interessant, 
sogar vom therapeutischen Gesichtspunkte aus wichtig wäre. 

Aus den seit der Vereinfachung der Ca-Bestimmung ausgeführten 
Serienuntersuchungen ersehen wir bereits die physiologische und 
therapeutische Wichtigkeit dieses Ions. Aber selbst diese Bestimmung 
ist noch immer zu umständlich, um in der täglichen klinischen Praxis 
ausführbar zu sein. 

Daß in den täglichen klinischen Salzstoffwechseluntersuchungen 
das Chlorion es ist, dessen Quantitätsveränderung wir zu bestimmen 
pflegen, hat seine Ursache in der einfachen und schnellen Ausführbarkeit. 
Und doch könnte auch die Quantitátsuntersuchung der übrigen Jonen 
in vielen Fällen gewiß dieselbe Abweichung zeigen, welche wir beim 
Chlor feststellen, sogar wird es Fälle geben, wo wir trotz des normalen 
Chlorstoffwechsels Störungen im übrigen Ionenstoffwechsel finden. 

Die Bedeutung der Bestimmung einzelner Ionen oder Verbindungen 
überwiegt bei weitem die gleichzeitige Bestimmung mehrerer Elemente, 
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wo wir dann nicht nur das Fehlen oder die Anhäufung einzelner Be- 
standteile sehen, sondern auch die Aufdeckung von Ionengleichgewichts- 
störungen im Organismus ermöglichen können. 

Im folgenden teile ich mit Benutzung des eben veröffentlichten 
allgemeinen Prinzips !) eine solche allgemeine Methode mit, mit deren 
Hilfe in kurzer Zeit quantitativ in kleinen Mengen alle jene Stoffe 
zu bestimmen sind, welche nach Hinzufügen gewisser spezifischer 
Chemikalien eine Trübung in den Körpersäften hervorzubringen im- 
stande sind. 

Die Trübung ist auch vorher für quantitative Bestimmungen 
benutzt worden. Aber diese Bestimmungen wurden umständlich 
dadurch, daß die in den Körpersäften entstandenen Trübungen nicht 
zu vergleichen waren mit der Trübung der wässerigen Lösungen, wem 
z.B. bei der PO,-Bestimmung nach Kleinmann so abgeholfen wurde, 
daß man das Blut nach Neumann zerstört und dann das PO, nephelo- 
metrisch bestimmt hatte. Dadurch wurde aber die Bestimmung sehr 
umständlich. Die Bestimmung hatte man mit dem Nephelometer 
beendigt, weswegen diese nicht überall auszuführen ist. 

Das neue Prinzip ermöglicht es aber, die Bestimmung bzw. die 
Trübung direkt in den Körpersäften hervorzurufen und so können 
wir die Bestimmung einfach vollführen, die Bestimmung kann auch 
ohne Nephelometer ausgeführt werden. 

Ich arbeitete die Methode ausführlich am klinisch so umständlich 
zu bestimmenden SO, aus. 

Das Wesen der Bestimmung ist das folgende: In zwei gleich große 
Meßzylinder vom gleichen Kaliber messen wir gleiche Mengen des 
Körpersaftes ab, in den einen geben wir außerdem eine genau abgewogene 
Menge von SO, und verursachen nach Ansáuern mit Salzsäure eine 
Trübung durch BaCl,. Die trüben Flüssigkeiten in beiden Zylindern 
verdünnen wir so lange, bis wir die an die Zylinder angeklebte schwarze 
Schrift eben gleich gut sehen oder lesen können. Aus den Verdünnungen 
und der hinzugefügten SO,-Menge berechnen wir das Sulfat auf Grund 
der allgemeinen Gleichung, 


Die zu der Bestimmung notwendigen Instrumente und Lösungen. 


1. Zwei gleichkalibrige und gleich hohe Meßzylinder von 200 ccm 
mit eingeschliffenem Glasstopfen, in deren unteres Drittel dieselbe 
gut lesbare Schrift anzukleben ist. 

2. In tio eingeteilte Pipetten. 

3. 5proz. HCl-Lösung [die konzentrierte (25 proz.) auf 1:5 
verdünnt]. 


1) L. Lorber, diese Zeitschr. 162, 354, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 3] 


478 L. Lorber: 


4. 10 proz. BaCl,-Lösung. 

5. 1 Prom. SO, enthaltende (H,N),SO,-Lösung, welche auf die 
Weise bereitet ist, daß man 1,65 g aus umkristallisiertem (H,N),S0, 
in l Liter auflöst. Statt (H,N),SO, kann auch n/50 H,SO, angewandt 
werden, welche auf SO, umgerechnet 0,8006 prom. ist. 


Ausfúhrung. 

Wir messen genau je 1 ccm!) Harn in beide Mefizylinder, zu jenem 
mit der Marke „A“ noch 1 ccm der SO,-Lösung; dann zu beiden 5 ccm 
HCl und 5ccm BaCl,. Nach 3 Minuten langem Warten verdünnen 
wir die Flüssigkeit in dem einen Zylinder so lange, bis die Schrift gut. 
sichtbar ist; jetzt verdünnen wir die Flüssigkeit im anderen Zylinder 
so lange, bis die Schrift gerade so gut zu sehen ist. Aus den Ver- 
dünnungen berechnen wir das Sulfat. 

Die Bestimmung wird sehr genau, wenn wir mehrere Parallel, 
bestimmungen ausführen, was wir leicht tun können infolge der Ein- 
fachheit der Bestimmung, — ferner wenn wir bei derselben Bestimmung 
die Trübungsveränderung in mehreren Verdünnungen untersuchen. 
Letzteres hat so zu geschehen, daß wir die weniger trübe Flüssigkeit 
so lange verdünnen, bis wir die Schrift gerade bemerken, das gleiche 
tun wir mit dem anderen Zylinder — immer vergleichend mit dem 
ersten. Danach verdünnen wir im ersten Zylinder weiter, bis wir 
die Schrift gut lesen können, verdünnen dann im zweiten Zylinder 
so lange, bis wir die Schrift des letzteren gerade so gut lesen können, 
wie die des ersten. Solcher Punkte können wir auch mehrere ablesen, 
berechnen aus den verschiedenen Werten je das SO, und ziehen einen 
Mittelwert aus ihnen (die Zylinder werden von vorn beleuchtet, d.h. 
wir stehen beim Ablesen den Rücken zur Lichtquelle zugewendet). 

Die Berechnung des SO, geschieht auf folgende Weise: in 1 ccm 
Harn war x mg SO,, das hinzugefügte SO, (lccm aus dem 1 proz. S0;) 


y le E ; 
war l mg, so, daß x = lmg —, wenn die Verdünnung des einen 
z— y 


(im „A“-Zylinder) SO, = 2, die des anderen y war, bei Trübungs- 
gleichheit?). 

Ich kontrollierte die Bestimmungen makrogravimetrisch und 
erhielt gut übereinstimmende Werte (Tabelle weiter unten). 

Bei weniger Stoffe enthaltenden Flüssigkeiten können wir auch 
den Autenriethschen Kolorimeter benutzen, wenn wir an die Innen- 
fläche des grauen Fensters des Kolorimeters die beiden Exemplare 
der gut sichtbaren Schrift anbringen. Die mit der Meßlösung ver- 


1) Ist wenig SO, vorhanden, dann mehr. 
2) Siehe allzemeine Gleichung, l. e. 
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mehrte trübe Lösung gießen wir in den Keil, während die Original- 
lösung in die Küvette gegeben wird; der Keil wird dann so lange bewegt, 
bis wir durch beide Flüssigkeiten hindurch die Schrift gleich intensiv 
sehen. Wenn die in die Küvette zu bringende Flüssigkeit nicht durch- 
sichtig ist, verdünnen wir sie so lange, bis sie durchsichtig ist; die 
Flüssigkeit im Keil wird ebenso verdünnt. 

Berechnet wird nach der Gleichung !) 


100 — sk 


> 


sk 


wo a = hinzugefúgte SO,-Menge. sk = die abgelesenen Skalenteile 
bedeutet. 


Der durch die Berechnung erhaltene Wert bezieht sich auf die 
Stoftmenge in der abgewogenen Quantität Körpersaft. 








Nr. Neue Methode | TR mein | ee. pinterna O 

mg mg | Proz. mg 

| 

l 2,361 | 2,428 2,6 0,067 
2 0,5207 0,501 3,7 0,0197 
3 0,300 | 0,312 4.0 0,012 
4 0,280 Ä 0,264 5,7 0,016 
5 0,923 | 0,930 0,7 0,007 
6 1,100 | 1,070 2,8 0,030 
S 0,196 0,203 3,5 0,007 
8 , 0,144 0,144 ( 0 


Bemerkung. Die makrogravimetrische Bestimmung wurde mit 50 ccm 
Harn ausgeführt. 

Die hier mitgeteilten und mit der obigen Methode gewonnenen 
Werte stimmen also, laut der Tabelle, schr gut mit den durch die gra- 
vimetrische Methode bestimmten überein. 


1) Siehe im Allgemeinen Teil, Le, 
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Einfache Mikro-Diastase-Bestimmung in den Körperflüssigkeiten. 


Von 
Leo Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhäuser der jüdischen Gemeinde 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1925.) 


Die einzig genaue Methode!) der Diastasebestimmung, Bestimmung 
des gebildeten Zuckers, war wegen der Umständlichkeit der Zucker- 
bestimmung bei den klinischen Diastaseuntersuchungen nicht an- 
wendbar. Die in dieser Zeitschr. 158?) mitgeteilte einfache Zucker- 
bestimmungsmethode ermöglicht es, den Diastasewert bei den 
Diastasebestimmungen durch den gebildeten Zucker auszudrücken. 

Mit Benutzung der Zuckerbestimmungsmethode teile ich im 
folgenden eine schnelle und einfache, jedoch auch genaue Werte 
liefernde Diastasebestimmungsmethode mit, weiter möchte ich auf 
die Fehler der mit den bisherigen klinischen Methoden gewonnenen 
Diastasewerte hinweisen. 


Von der Methode im allgemeinen. 


Die das Ferment enthaltende Lösung wird mit einer Stärkelösung 
eine oder mehrere Stunden lang auf einem Wasserbad von 40°C ge- 
halten und nach Beendigung der Amylolyse die gebildeten reduzierenden 
Substanzen in aliquoter Quantität bestimmt. (Mit einer geringen 
Übung können während 3 Stunden 25 bis 30 Diastasebestimmungen 
ausgeführt werden.) 


Die zu der Bestimmung notwendigen Lösungen. 


l. n/100 neutrale NaCl-Lösung. welche so hergestellt wird, daß wir 
aus einer bereit gehaltenen Normal-NaCl-Lösung (5,84g NaCl in 100 cem 
Wasser) l cem auf 100 cem neutral destillierten Wassers verdünnen. 


1) C. Oppenheimer, Die Fermente 1925. S. 673. 
2) L. Lorber, diese Zeitschr. 158, 205, 1925. 
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2. Frisch bereitete 2proz. Stärkelösung, die einfach so hergestellt wird, 
daß wir in 100 ccm der unter 1. bereiteten n/100 NaCl-Lösung 2 g Amylum 
solubile Merck unter Erwärmen auflösen. 

3. Die zu der Zuckerbestimmung erforderlichen Lösungen (siehe zitiertes 
Heft dieser Zeitschr.). 


Die Ausführung der Bestimmung. 


Von der Diastaselösung konzentriert oder nach deren Ver- 
dünnung (abhängig von der zu erwartenden Menge) messen wir 0,5 ccm 
in eine Eprouvette, hierzu ebensoviel destilliertes Wasser und 4 ccm 
der 2proz. Stärkelösung; danach halten wir dieselben 1 Stunde — oder 
nach Bedarf längere oder kürzere Zeit (s. unten) — auf einem Wasser- 
- bad (größerer Becher) von 40°C. Nach Beendigung der Zersetzung 
messen wir von der Eprouvette l ccm in ein Zentrifugierröhrchen, 
das bereits 2ccm der aa-Mischung von Fehling 1 und II enthält und 
führen die Reduktion bzw. Bestimmung nach der genannten Methode 
aus. Weil aber die Maltose schwerer reduziert, dauert das Sieden hier 
3 Minuten lang. Bei Eiweiß enthaltenden Lösungen verfahren wir nach 
der ebenda!) beschriebenen Weise. Die Diastasceinheiten drücken wir 
mit der Zahl der Milligramme des reduzierten Cu aus. Wir nennen 
eine Diastaseeinheit die Diastasemenge, welche aus 8ccm Stärkelösung 
(Lösung 2, s. oben), die in 10 ccm Gesamtvolumen enthalten ist (Stärke- 
lösung + Diastaselösung + Aqua), in 1 Stunde Img Cu reduzierende 
Substanzen abscheidet. In den Körpersäften beziehen sich die Diastase- 
einheiten auf Leem Körpersaft. Z.B. im Harn D = 13,5 bedeutet, 
daß Leem Harn in 1Stunde so viel Kohlenhydrate abgeschieden hat, 
welche 13,5 mg Kupfer reduzieren. 


Die Bestimmung in den verschiedenen Körpersäften. 


Im Harn. Die Bestimmung wird mit 0,5ccm Harn in der mit- 
geteilten Art ausgeführt; die Reduktion geschieht nach 1 Stunde. 
Wenn wir viel Diastase erwarten, so ist es empfehlenswert, die Reduktion 
in L ccm nach einer halben Stunde auszuführen, den Rest weiter auf 
dem Wasserbad zu halten und wenn nötig, die Bestimmung nach 
l Stunde zu wiederholen. 

Erwarten wir aber nur wenig Diastase, so reduzieren wir erst nach 
l Stunde. Wenn wir dann bloß eine geringe Reduktion erhielten, 
so führen wir nach 2 Stunden die Reduktion in einem neuen Kubik- 
zentimeter aus. Im allgemeinen gebrauchen wir aber das Einstunden- 
verfahren. | 

Der Reduktionswert von 1 Stunde multipliziert mit 10 ergibt die 
Diastaseeinheiten in 1 ccm Harn. 


—. 


1) l.c. 
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Eiweiß enthaltender Urin wird so enteiweißt (natürlich nach 
Beendigung der Digerierung), daß zu Leem des zu untersuchenden 
Materials 0,5 Aqua dest., 0,25 cem ?/ n H,SO, und 0,25 ccm 10 proz. 
Na-Wolframatlösung hinzugefügt, abzentrifugiert und Lecm der 
reinen Flüssigkeit reduziert wird. 

Die Diastaseeinheit = der gefundene Wert multipliziert mit 20. 

Bei Zucker enthaltenden Harnen ist die ursprüngliche Reduktion 
des Urins von den mit obiger Methode gewonnenen Reduktionswerten 
zu subtrahieren. Zu der Bestimmung soll immer frischer Harn ver- 
wendet werden. 

Im Stuhl. Eine kleine Portion (2 bis 3g) wird entnommen, mit 
destilliertem Wasser auf das Zehnfache verdünnt und in einem Mörser 
gut verrieben. Nach 10 Minuten langem Stehen wird dieselbe ab- 
zentrifugiert und mit 0,5ccm der Flüssigkeit die Bestimmung aus- 
geführt; reduziert wird Leem Flüssigkeit nach der Digestion. 

Diastaseeinheit — der gefundene Reduktionswert multipliziert 
mit 100. 

Bei genauen Bestimmungen muß die anfängliche Reduktion des 
Kotes vom endgültigen Resultat abgezogen werden. Die anfängliche 
Reduktion wird mit 0,5ccm des verdünnten Stuhles auf die Weise 
ausgeführt, daß derselben 2ccm Fehlingscher Mischung hinzugefügt 
und die Reduktion nach der mitgeteilten Art ausgeführt wird: der 
gefundene Wert mit 20 multipliziert muß vom Diastasewert des Kotes 
abgezogen werden. 

Die Reduktion wird auch hier nach 1⁄4, 1 oder 2 Stunden aus- 
geführt, abhängig von der Quantität der Diastase (s. oben). 

Im Blute bzw. Serum. Bestimmung mit 0,5 cem Blut bzw. Serum. 
Der Zuckergehalt des Blutes wird mit der obigen Methode rasch be- 
stimmt (Sieden auch in diesem Falle 3 Minuten) und der gefundene 
Wert vom Endergebnis subtrahiert. Nach Zersetzung der Stärke folgt 
Enteiweißung wie im Harn. Diastaseeinheit = gefundener Wert 
multipliziert mit 20 (wovon jedoch die Anfangsreduktion abzuziehen ist). 

Die Bestimmung kann auch mit weniger Blut ausgeführt werden 
(0.25 ccm) — zu der Blutzuckerbestimmung ist ebenfalls keine be- 
sondere Blutentnahme notwendig — auf folgende Weise: 

Von der Fingerkuppe werden 0,25 ccm Blut in eine Eprouvette 
abgemessen, welche 0,25 Aqua dest. + 2 cem Stärkelösung enthält: das 
ganze kommt ins Wasserbad. Nach 1 Stunde wird 1 ccm abgenıessen. 
enteiweißt (s. oben) und die Reduktion vollführt. Hiermit haben wm 
den Gesamtwert von Blutzucker + Diastase bestimmt; nach einer 
neuerlichen Stunde messen wir wieder Leem ab und bestimmen wieder 
die Reduktionswerte. Der frühere Wert, abgezogen vom letzteren, 
ergibt den Diastasewert. 
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Diastaseeinheit = der gefundene Wert multipliziert mit 20. 

In Ex-, Transsudaten und im Liquor wird die Bestimmung so aus- 
geführt wie im Blutserum. 

Speichel und Duodenalsaft. Es wird eine Verdünnung 1: 100 
gemacht (mit neutral destilliertem Wasser), hiervon 0,5ccm zu der 
Bestimmung verwandt. Reduktion nach einhalb- bzw. einstündigem 
Wasserbad. Diastaseeinheit = der gefundene Wert multipliziert 
mit 1000. 

Vom Duodenalsaft soll — falls Verdacht auf eine Erkrankung 
des Pankreas vorliegt — außer obiger Verdünnung noch 0,3 cem 
konzentriert eingestellt werden. 

Mit der obigen Methode — sowie mit den bisher angewandten 
klinischen Diastasemethoden — können wir die diastatische Wirkung der 
verschiedenen Körpersäfte bestimmen, aber nicht die Diastasemenge. 
Die Fähigkeit derselben Diastasequantität, Stärke zu zersetzen, hängt, 
wie durch verschiedene Untersuchungen auseinandergesetzt wurde, vom 
Milieu ab. Die H-Ionenkonzentration bzw. Salzkonzentration des 
Milieus vermag die Wirkung derselben Quantität Diastase mit mehreren 
100 Proz. zu vermehren [Wohlgemuth*)] oder zu vermindern. Die 
bisherigen klinischen Methoden maßen alle die Wirkung der Diastase 
und hielten sie proportional mit der Menge des D, aber nahmen nur 
wenig Rücksicht auf das Milieu. Die Folge davon aber, wie wir 
unten sehen werden, war, daß die nach der Art gewonnenen Diastase- 
wirkungswerte nicht proportional, noch weniger gleich mit der 
Diastasemenge waren. 

Die Salzmenge, Azidität oder Alkaleszenz der Körpersäfte — haupt- 
sächlich die des Kotes und des Urins —, bewegen sich in sehr weiten 
Grenzen. Wir wissen aber, daß die Veränderung der H-Ionenkonzen- 
tration — wie das von mehreren nachgewiesen wurde — die Diastase- 
wirkung sehr stark beeinflußt: auf die Wirkung der tierischen Diastase 
sind auch die Salze von außerordentlich großem Einfluß, so ist dessen 
Wirkung in salzfreiem Medium nach mehreren Autoren?) gleich Null. 
Darum löste auch ich die Stärke in einer schwachen Salzlösung. 

Wohlgemuth*) untersuchte das Wirkungsoptimum der Diastase bei 
verschiedenen Konzentrationen eines Salzes, ferner untersuchte Hahn?) 
vergleichend die Wirkung verschiedener Salze; die Salzkombinationen 
ergaben wieder verschiedene Wirkungen, abhängig von der Qualität und 


der Menge der sie bildenden Ionen. Diese Verhältnisse bezogen sich auf eine 
bestimmte H-Ionenkonzentration, da er bei der Untersuchung der Ver- 





1) Diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 

2) Siehe ausführliche Literatur bei Oppenheimer, Die Fermente, S. 690. 
31) l e. 

4) Zeitschr. f. Biol. 71, 287, 302; 76, 227. 
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änderung der H-Ionenkonzentration auf die Wirkung der Salze fand, 
daß die optimale Wirkung der Salze sowie ihre spezifische Wirkung gleich- 
falls sich mit der Veränderung der H-Ionenkonzentration verändern (Hahn). 

Diese verschiedenen in den Experimenten hervorgebrachten 
Milieuveränderungen können in den verschiedenen Körpersäften noch 
viel verwickelter entstehen, da zu den Salz- und H-Ionenkonzentrations- 
veränderungen noch der Einfluß der Kolloide und der organischen 
Stoffe hinzutreten. 

Ich möchte ein Beispiel von Milieuveränderung in den Körper- 
säften zeigen. Ausgehend von der bekannten Tatsache, daß das 
Optimum der Diastasewirkung in der Nähe des Neutralpunkts in einem 
wenig sauren Medium liegt, nahm ich an, daß die Alkalisierung des 
sauren Harns und umgekehrt Säuerung des ein wenig alkalischen 
Serums — trotz Unabänderlichkeit der Diastasemenge — höhere 
Diastasewerte liefern werden. Wie aus der untenstehenden Tabelle er- 
sichtlich, wurde die Annahme vollauf bestätigt. 





Stärke Cu reduziert 

















da | aus 2n NaOH 
cem | ccm | | ccm mp 
4 2.0 | Se 4 6,5 
4 1,8 0,2 4 14.0 
4 | 1,6 014 4 Ä 18,0 
4 1,2 0,8 4 | 6,2 
Serum | Aqua n.100 HCI | n:100 NaOH | Stärke Cu reduziert 
eem | wem ` Deg en | em mg 
nu) ge | 3 8,75 
l l | 0 0 | 3 6,00 
l À | O l | 3 | 5,60 





Wir ersehen also aus diesem Experiment, daß die Nichtbeachtung 
des Milieus bzw. die Veränderung dieses einen Faktors eine große 
Fehlerquelle der bisherigen Bestimmung darstellt; woraus wir noch 
sehen können, daß die bisherigen Bestimmungen — besonders die 
24stündigen — höchstens einen qualitativen Wert besaßen. 

Im folgenden zeige ich eine sehr einfache Methode zur Aus- 
schaltung des störenden Einflusses des Milieus, wodurch wir erreichen 
können, daß das Maß der Diastasewirkung tatsächlich das Maf für die 
Diastasemenge sein wird. 

Durch Vergleich des oben Mitgeteilten sehen wir also, daß wir bei 
der Bestimmung des Diastasewertes zwei Werte in Betracht zu ziehen 
haben: 

1. Die scheinbare, vom Milieu beinflußte und bisher bestimmte 
Menge der Diastase = Da (phaneros) = scheinbare Diastasemenge und 

2. wirkliche —Diastasemenge = D, (dikaios), welche unabhängig 
ist vom Milieu. Natürlich messen wir auch hier nicht die tatsächliche 
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Menge des D, weil wir ja das D als Quantität nicht kennen, sondern 
wir messen seine von seiner Menge abhängige bzw. damit proportionale 
Wirkung. 


Bestimmung des Dd. 


Die Bestimmung des D¿ geschieht auf die Weise, daß wir zuerst 
das Don bestimmen, sodann so, daß wir eine bekannte Menge D ent- 
haltende Lösung hinzugeben ; mit wieviel das neue Milieu die Wirkung 
der im salzfreien, neutralen Medium enthaltenen Diastase (= zu- 
gesetzte D) veränderte, mit ebensoviel veränderte das Milieu gleichfalls 
die Wirkung der darin ursprünglich vorhandenen Diastase. Z. B.: Ist 
D= 15,5 in einem neutralen, salzfreien (oder praktisch salzfreien) 
Medium, im neuen Milieu war z.B. die Wirkung auf das Doppelte 
gesteigert, daraus folgt, daß das Milieu auch das darin ursprüng- 
lich enthaltene D doppelt wirksam machte, daß also, wenn 
z. B. Dow = 20, dann Da = > = 10 ist. 

Allgemein kónnen wir D¿ einer Diastaselósung auf die Weise be- 
stimmen, daß wir D,a bestimmen, aus einem bekannten Milieu D hinzu- 
fügen und das gemeinsame Da, bestimmen, somit wird nach der all- 
gemeinen Gleichung!) sein: 

Da == pD Don 
Dph, — Dph’ 
wo Da = wirkliche, D = zugesetzte, Dph = scheinbare, Dph, = die vor- 
handene + zugesetzte Diastaseınenge bedeuten, oder wenn vorher in der 


Lösung kein D vorhanden war oder das darin gewesene D zerstört 
wurde, so ist 
2 Doh 
Disc Da "E 
S Dph pD’ 
Dap nu = die scheinbare Menge von D. 

Z. B. in einem schwach alkalischen Harn Dph = 71 Einheiten, D (hinzu- 
gefügtes) = 12,12 Einheiten, Dphp im aufgekochten Harn 21,12, so ist 
12,12 | 

Praktisch können wir uns eine reine Diastaselösung bereiten, 
wenn wir reinen Speichel 1: 100 verdünnen. 

Zur Bestimmung nehmen wir drei Eprouvetten; in die erste geben 
wir 0,5 ccm Speichel (1: 100) + 0,5 Aqua + 4 ccm Stärke, in die zweite 
0,5 eem Körperflüssigkeit (Harn, Liquor, Kot) + 0,5 ccm Aqua + 4 com 
Stärke und in die dritte 0,5 cem Körperflüssigkeit (welche D enthält ` 
oder aufgekocht wurde) + 0,5 ccm Speichel (1: 100) + 4 com Stärke. 


DL Lorber, diese Zeitschr. 162, 354, 1925. 
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Alle drei kommen in ein Wasserbad von 40°C. Nach 1 Stunde 
nehmen wir je l ccm aus allen dreien zur Reduktion und berechnen 
die Werte laut der Gleichung. 

Ich stellte nach der oben angegebenen Weise vergleichende Unter- 
suchungen im Kot und Harn auf Da und Da an, deren Ergebnis ich 
hier mitteile. (Ich bemerke, daß obiger Gedankengang von der An- 
nahme ausgeht, daß die Diastasen in den Körpersäften identisch sind.) 


Harn Dph Da | Differenz 

Proz 

| 

Sp. 20,75 11,40 + 82 

SP.a | 3150 1146 1.178 
$, 912 | 8938. 1 +. 21 
N. || 2650 15,35 + 726 
W. 5,80 10,80 — 46,3 
S. | 9,75 15,50 | — 37,1 
Tbe. 71,40 41,40 + 724 
Tbe., 36,00 32,58 + 142 
Fieber 23,65 30,65 — 22,2 
15,60 14,80 d 

Kot 

D. 720 | 1224,0 — 33,0 
K. 113 2486 | — 545 
M. 167 | 1580 + 80 
Diabetes 564 462,0 + 22,0 


Aus der Tabelle ersehen wir also, daß das Milieu das Maß der Diastase 
in beiden Richtungen sehr stark beeinflußt. Besonders möchte ich 
die ersten beiden Fälle erwähnen. Sp. und Sp.,, sind derselbe Ham, 
Sp.2 nach 24stündigem Stehen. Sie ergeben das Resultat der Diastase- 
bestimmung. Nach der bisherigen Methode war D nach 24stündigem 
Stehen nicht vermindert, sondern in hohem Maße vermehrt, was natürlich 
eine Unmöglichkeit ist; das ist der Wert von Dun, Der D¿-Wert zeigt 
das, indem trotz der großen Vermehrung des Du Da ständig ge- 
blieben ist bzw. eine geringe Herabsetzung zeigt. Diese Erscheinung 
wird durch die Tatsache erklärt, daß die Azidität des Harns nach 
24 Stunden abgenommen hat, wodurch für die Diastasewirkung ein 
günstigeres Milieu zustande gekommen ist; bei der Bestimmung des Da 
aber schalteten wir dies aus. 











Harn | Dph ] Differenz ES E? Differenz 
oo — en i 3 a Pro, _ e e a a E 
A A dT | 15,50 | 
2. Aziditát vermindert |! 18,00 | + 84,6 16,02 | 3,3 


Die Wirkung der experimentell hervorgerufenen Alkaleszenz- 
steigerung zeigt die kleine Tabelle, wo auf die Milieuveränderung hin 
Da, sich veränderte, bei Unverändertheit des Da. 
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Zusammenfassung. 


1. Ich teile eine einfache Mikrodiastasemethode mit, mit Hilfe 
der einfachen Zuckerbestimmungsmethode. 

2. Es wird auf Fehler der bisherigen Diastasemethoden hin- 
gewiesen. 

3. Es wird eine einfache Methode bekanntgemacht, — mit der Ein- 
führung der neuen Begriffe des scheinbaren und wirklichen D, — zur Aus- 


schaltung des die Bestimmung des wirklichen Diastasewertes störenden 
Milieus. 





Uber Nucleinsäuren aus Krebsgewebe. 


Von 
R. Willheim. 


(Aus dem chemisch-experimentellen Laboratorium der Gesellschaft für 
Erforschung und Bekämpfung der Krebskrankheit und dem medizinisch- 
chemischen Universitätslaboratorium in Wien.) 


(Auf Grund gemeinsam mit A.Grünberg ausgeführter Untersuchungen.) 


(Eingegangen am 1. August 1925.) 


Es ist eine Tatsache, daß bei der Untersuchung der tierischen 
Nucleinsäure aus verschiedenen Organen wenigstens in der empirischen 
Formel keine weitgehend voneinander abweichenden Resultate erzielt 
wurden, so daß man zur Annahme berechtigt ist, daß sämtliche aus 
tierischen Gewebszellen gewonnenen Polynuclcotide dem Typus der 
Thymonucleinsáure ` (a Ha Daa Nie DA angehören. Charakteristisch 
für diesen Typus ist das Verhältnis P:N = 4: 15. 


Mit Rücksicht auf diese Tatsache der relativen Konstanz der 
tierischen Nucleinsäuren war es von Interesse nachzusehen, wie sich 
der Bau der Nucleinsáure bei jenen pathologischen Zuständen 
verhalte, die mit krankhaftem Wachstum einhergehen. Unter diesen 
nimmt das Krebsgewebe eine besondere Stellung ein. Stellen doch 
dessen Zellen Elemente dar, die sich durch ein exzessives, das benachbarte 
gesunde Gewebe vernichtendes Wachstum von allen anderen normalen 
Gewebszellen unterscheiden. Bei der außerordentlichen Bedeutung, 
die den Zellkernen für die Vermehrung der Zellen und damit für das 
Wachstum von Organen zukommt, war die Möglichkeit gegeben, daß 
die Nucleinsäuren, die ja doch die chemisch am besten bekannten 
Bestandteile der Zellkerne darstellen, in den bösartigen Geschwilsten 
eine andere Zusammensetzung aufweisen könnten als in den normal 
wachsenden Körperzellen. 

Es ergab sich sonach die Aufgabe, aus Krebsgewebe Nucleinsäuren 
rein darzustellen und auf ihre Identität mit den aus gesunden Geweben 
gewonnenen Thymonucleinsäuren und der Guanylsäure zu prüfen. 


H 
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Da die Ausbeuten, die man bis jetzt aus gesunden Geweben er- 
reichte, in der Regel sehr gering waren, sind zur Beantwortung 
dieser Fragestellung ganz außerordentlich große, nach Kilogrammen 
zählende Tumormassen notwendig, um eine halbwegs aussichtsreiche 
Darstellung der Nucleinsäure vorzunehmen. Dazu kommt aber noch, 
daß es durchaus nicht angängig erscheint, verschiedene Krebs- 
geschwülste zusammen zu verarbeiten, da ja möglicherweise die Ver- 
schiedenheit des erkrankten Organs oder auch individuelle Differenzen 
Unterschiede in den Analysenergebnissen zur Folge haben könnten. 
So konnten also zur vorliegenden Arbeit ausschließlich einzelne, dabei 
ganz außerordentlich große, tunlichst über 1kg schwere Geschwülste 
herangezogen werden. Sobald ein solcher Fall zur Verfügung stand, 
wurde das Gewebe zerkleinert und hierauf nach den Prinzipien des 
Verfahrens von Neumann!) und den Modifikationen von Levene und 
Jakobs?) einerseits Nucleinsäure, andererseits die Guanylsäure zu 
isolieren getrachtet. Die theoretischen Grundlagen dieses Verfahrens 
beruhen darauf, daß die Nucleinsäuren durch Behandlung mit Natron- 
lauge aus ihrer Eiweißverbindung herausgelöst und nach Entfernung 
des Eiweißes mittels Pikrinsäure in Gegenwart von Kaliumacetat 
durch Alkohol niedergeschlagen werden. 

Die Trennung der Nucleinsäure von der Guanylsäure erfolgte nach 
den Angaben von Levene und Jakobs?), denen zufolge neutrales Blei- 
acetat Nucleinsäure niederschlägt, während die einfacher gebaute 
Guanylsäure erst nach Zusatz von Ammoniak zum Filtrat obiger 
Fällung ausfällt. Die weitere Untersuchung hatte also zu zeigen, in 
welchem Verhältnis die aus der Bleizuckerfällung isolierten Körper 
zu den Thymonucleinsäuren normaler Gewebe stehen, und zweitens. 
wenn sich nach dieser Richtung hin Differenzen ergeben, ob diese bei 
der Untersuchung mehrerer Geschwülste untereinander gleich oder 
verschieden sind; denn es ist ja durchaus denkbar, daß Krebsgewebe 
vermöge seines Fermentreichtums seine eigenen Nucleinsäuren ver- 
ändert, in welchem Falle man jedoch verschiedene Grade dieser Vor- 
gänge und damit auch wesentliche Verschiedenheiten in den Analysen- 
werten der Nucleinsäure erwarten würde. Nun ergaben aber die von 
mir untersuchten Geschwülste tatsächlich einen sehr weitgehenden 
Unterschied vom Bau der normalen Thymonucleinsäuren und zeigten 
trotzdem untereinander nur in der Fehlerbreite der Darstellungs- 
methode gelegene Differenzen. Selbstverständlich werden erst zahl- 
reiche weitere auf die verschiedenartigen Krebse bezüglichen Unter- 
suchungen imstande sein, die Frage zu entscheiden, ob diese 
Übereinstimmung eine Gesetzmäßigkeit darstellt. 


1) A. Neumann, Arch. f. Phys. 1899, 552. 
2) P. A. Levene und W. Jakobs, diese Zeitschr. 28, 127, 1910. 
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Was nun die in den vorliegenden Untersuchungen festgestellte 
Differenz der aus Krebsgewebe isolierten Nucleinsäure gegenüber der 
bisher bekannten Thymonucleinsäure anlangt, so manifestiert sich 
diese Tatsache schon in den Werten der Elementaranalyse: 




















d, | H | N |P 
E u o T , ` d Proz. Proz. | Proz. A Proz. 
Thymusdrüse [nach Schmiedeberg?)] ct 35,82 | 4,14 | 14,68 9,17 
S L a HAerlant?)) ...... (31531; 4,93 | = 48 | 9,63 
» Kostytschew*] . . . . . 38,11 | 554 55: 925 
Milz [Levene und MandelBdl......... 37,78 | 4,86 18, ‚51! 8,90 
Niere (Levene und Mandel) ......... — — |15, 13 8.66 
Krebs (eigene Analyrenwerte). .. .. . . . 4072| 458 964) aD 
ae E? 5 ais a as 40,53 | 4,55 | 10,07 | 8,1: 


Während ferner als Bruttoformel für die normale Thymonuclem- 
sáure C43 H; N5 P030 gilt, führen die vorliegenden Untersuchungen 
für die Nucleinsäuren aus Krebsgewebe zu der Formel Ce Hea NyPıO3- 
Daraus ersieht man, daß sogar der oben erwähnte Quotient P:N ın 
den von mir untersuchten Nucleinsäuren nicht 4:15 wie normal, 
sondern 4: 10 beträgt, in unseren Falle also ein gewaltiges Defizit an 
stickstoffhaltigen Substanzen vorliegt. Über die Art dieses Defizits 
klärt uns das Ergebnis der durchgeführten hydrolytischen Spaltung 
der isolierten Nucleinsäure auf. Diese wurde, um die Bildung humin- 
artiger Nebenprodukte zu vermeiden, nach dem Vorgang von Feulgen?) 
durch Erhitzen des Körpers mit Sulfitlauge im Einschlußrohr auf 160° 
bewirkt. Dabei zeigte es sich nun, daß von den vier stickstoffhaltigen 
Spaltprodukten der normalen Thymonucleinsäure (Guanin, Adenin, 
Cytosin und Thymin) in den untersuchten Krebsnucleinsäuren bloß 
die Purinbasen Guanin und Adenin vorhanden waren, während die 
Pyrimidinbasen nicht ermittelt werden konnten. Die Ausbeute an 
Guanin war dabei 10,38 Proz., die an Adenin 7,49 Proz., berechnet auf 
aschehaltiges Ausgangsmaterial. Nimmt man an, daß sich in der 
Nucleinsäure beide Purinbasen in äquimolekularem Verhältnis be- 
finden, wie das ja in der Thymonucleinsäure gesunder Organe der 
Fall ist, so würde man allerdings an Stelle der gefundenen 7,49 Proz. 
9,26 Proz. Adenin erwarten, doch erklärt sich dieser Verlust un- 
gezwungen aus der komplizierten Isolierung des Adenins, während 
Guanin direkt bei der Hydrolyse ausfällt und gleich gewogen werden 
kann. Tatsächlich lieferte eine zur Kontrolle vorgenommene Hydro- 





1) O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 97, 332, 1907. 
2) Herlar:t, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 44, 149, 1900. 

") S. Kostytschew, Zeitschr. f. phys. Chem. 39, 545, 1903. 

` P. A. Levene und J. Mandel. ebendaselbst 50. 2, 1900. 

% R. Feulgern, ebendasclbst 102, 244, 1918. 
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lyse echter Thymonucleinsáure (Heringssperma) ein ähnliches Defizit 
an Adenin. Rechnet ma. nun unter der Voraussetzung áquimolekularer 
Anwesenheit der beiden Purinkórper den ihnen entsprechenden Stickstoff- 
wert in Prozenten des Substanzgewichts, so erhält man einen Stickstoff- 
gehalt von 9,62 Proz. Da dies mit den in der Elementaranalyse 
durchschnittlich gefundenen 9,5 Proz. hinlänglich übereinstimmt, ist 
damit sehr wahrscheinlich gemacht, daß tatsächlich andere stickstoff- 
haltige Substanzen im untersuchten Nucleinsäuremolekül nicht vor- 
handen sind. Berechnet man weiter den beiden Purinkörpern ent- 
sprechenden Wert von P,O,, indem man annimmt, daß entsprechend 
dem Bau der Thymonucleinsäure gesunder Organe jeder Purinbase 
ein Molekül Phosphorsäure entspricht, so erhält man einen Wert von 
(1,64 Proz. P,O,; tatsächlich ergaben aber die Elementaranalysen 
19,16 und 19,52 Proz., also mit einer annähernden Übereinstimmung 
den doppelten Wert, d. h. also, daß, abgesehen von den Phosphorsäure- 
molekülen, die in der Thymonucleinsäure gesunder Organe jeder Base 
im Verhältnis 1:1 entsprechen, in unserer Nucleinsäure noch je ein 
zweites, gewissermaßen überzähliges Phosphorsäuremolekül nachweisbar 
ist, so daß auf jede Base zwei Phosphorsäuremoleküle entfallen. 


Was die Charakterisierung der Kohlehydratgruppe, deren An- 
wesenheit durch eine starke Reaktion nach Molisch und eine deutliche 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Säure!) erwiesen war, anbetrifft, 
so konnte lediglich durch das Fehlen der Orcinreaktion, die Abwesenheit 
einer Pentose festgestellt werden. Ein Nachweis von Lävulinsäure, 
wie man sie nach der Behandlung von Hexosen mit konzentrierter 
Saure erhält, gelang nicht. Es kann sonach über das Kohlehydrat 
der vorliegenden Nucleinsäure eine exakte Angabe nicht gemacht 
werden. Das Kohlehydrat der normalen Thymonucleinsäure ist be- 
kanntlich auch nicht exakt festgestellt. 


Immerhin wird man wohl nicht fehlgehen, wenn man auch in 
unserer Nucleinsáure ein sechs Kohlenstoffatome umfassendes Kohle- 
hydrat annimmt. 

Versucht man nun von den oben diskutierten Grundlagen aus sich 
eine Vorstellung über den Bau der Nucleinsäure in den von mir unter- 
suchten Krebsgeschwülsten zu bilden, so kann man sagen, daß auf 
die beiden in unserem Nucleinsäuremolekül vereinigten Purinbasen 
4 Moleküle Phosphorsäure entfallen. Wir haben demnach in unserer, 
wie in jeder normalen Nucleinsäure 4 Moleküle Phosphorsäure ent- 
halten, jedoch nur 2 Basenmoleküle, nämlich die beiden Purinbasen. 
Nimmt man nun in Analogie zu allen bis nun beobachteten Nuclein- 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. phys. Chem. 100, 247, 1917; R. Feulgen und 
H. Rossenbeck, ebenda 135, 203, 1924. 
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sáuren an, daß an jedes Phosphorsäuremolekül je eine Kohlehydrat- 
gruppe gebunden ist und nehmen wir dieses Kohlehydratmolekül als 
Glucose an, so hätten wir bis jetzt folgende Atomzahlen untergebracht: 























B SE H c |H N; P O 
l Molekül Guanin (C¿H3N¿0) e 5l 5'=: I 
1 Adenin (C,H,N,.) ..... D 5 5 — — 
4 Moleküle Glucose (E, H206 da ai i 24 A8 | — — 24 
4 A HM POr 3.07% 8% FIEBER: — 4| l6 
Zusammen . 22 > 2.2 . ..... Ca His) Ns! Di O 


Bei der Analyse wurden jedoch gefunden: Ce Ha Nio Daa, 

Es ergibt sich demnach, daß eine 14 Kohlenstoffe enthaltende 
Atomgruppe, die als isoliertes Bruchstück bei der Hydrolyse nicht 
erfaßt wurde, in unserem Molekül noch vorhanden gewesen sein muß. 
Über die solcherart rechnerisch ermittelte Atomgruppe können natürlich 
bloß Vermutungen angestellt werden. Demnach könnte diese Gruppe 
an Stelle der beiden nicht gefundenen Pyrimidinbasen mit den beiden 
Glucose-Phosphorsäureestern anhydridartig verbunden sein. Sie wäre 
in diesem Falle von einem hydroxylhaltigen Körper abzuleiten, der 
allenfalls den Kresolen nahe stünde. Tatsächlich konnte, als nach- 
tráglich nach Phenolreaktionen gefahndet wurde, im Hydrolysat unserer 
Krebsnucleinsáure eine deutlich positive Millonsche Reaktion und eine 
Grünfärbung mit Eisenchlorid festgestellt werden. 

Infolge der außerordentlich geringen Ausbeuten an Nucleinsäure 
in Zusammenhang mit der schwierigen Materialbeschaffung konnte 
leider eine Isolierung der hier vorgelegenen Phenole, die einen in der 
Nucleinsäurechemie ungewöhnlichen Befund darstellen, noch nicht 
vorgenommen werden. 

Nach dieser Feststellung wurde an die Untersuchung der mit 
Bleihydroxyd ausgefallenen Nucleinsäure geschritten, die dem Mono- 
nucleotid Guanylsäure im gesunden Gewebe entsprechen sollte. 
Die Abweichungen von der Norm waren jedoch hier nicht kleiner 
als bei der Fraktion der Thymonucleinsäure, ihre Deutung noch 
schwieriger. Nach Zersetzung des Bleiniederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff, Einengen im Vakuum und Fällung mit Alkohol und Wieder- 
holung dieser Maßnahmen zwecks Reinigung resultierte in drei vor- 
genommenen Darstellungen ein Körper von folgendem qualitativen 
Verhalten: die Substanz war in kaltem und warmem Wasser und 
Alkalien löslich, unlöslich hingegen in Mineralsäuren und organischen 
Solvenzien, durch Essigsäure, Alkohol und Aceton fällbar. Ferner 
gab sie positive Kohlehydratreaktionen nach Molisch-Udranszky. 
positive Bialsche Orcinprobe, positive Murexid- und negative Biuret- 
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reaktion. Nach Verkohlung am Platinblech blieb ein anorganischer 
Rückstand zurück, der sich als Phosphorsáure erwies. 

Auf Grund dieser qualitativen Befunde wáre ebenfalls noch die 
Vermutung gerechtfertigt, daß hier Guanylsáure vorliege. Die Elementar- 
analyse ergab aber Werte, die dieser Annahme jeden Boden entzogen. 
Nachstehend ein Vergleich mit den bis jetzt für die Guanylsáure aus 
gesunden Geweben gefundenen Werten: 


(CH | N P 
Proz. ` Proz. | Proz. | Proz. 


Pankreasdrüse [Ivar Bang*)] . . ..... | 











34,18 | 4,39 
Leber [Levene und Mandelt)] | 2... 2... | 36,35 | 4,95 
Krebs (eigene Analysenwerte). . . . 2... | 43,23 | 4,56 

i i Sn 143/11 | 4,53 


Der aus Krebsgeschwülsten separierten Substanz käme sonach 
die Formel C„H,N,P,O,, zu. Hierin beträgt aber das Verhältnis 
von P:N nicht, wie in der Guanylsáure (C,,H,,N;PO,), 1:5, sondern 
1:3,5. Der Vergleich der empirischen Formel im allgemeinen und 
des P: N. Quotienten im besonderen zeigt also, daß von einer Identität 
unserer Substanz mit der Guanylsäure keine Rede sein kann. Nun 
ist die Guanylsäure ein relativ einfach gebauter Körper, der eine Ver- 
bindung von je einem Molekül Phosphorsäure, Pentose und Guanin 
darstellt: 


Cs H; NO + C,H,00, + H¿PO, — 2H,0 = Da Ha N; P Ob. 


Bei der Einfachheit des Aufbaues der Guanylsáure lehrt schon 
obiger Befund allein, daß hier etwas prinzipiell anderes vorlag. Anhalts- 
punkte darüber konnte allenfalls die Hydrolyse ergeben. Diese wurde 
wie bei der Thymonucleinsäure mit Sulfitlauge unter Druck vor- 
genommen und lieferte dabei tatsächlich das merkwürdige Ergebnis, 
daß neben der der Guanylsäure zukommenden Purinbase Guanin auch 
eine Pyrimidinbase, das Thymin, vorhanden war. Die Menge des ge- 
fundenen Guanins betrug 14,5 Proz. der hydrolysierten Substanz, 
während in der Guanylsäure für diesen Anteil 36,15 Proz. vorhanden 
ist, ein Mißverhältnis, das bei der Einfachheit der Darstellung des 
Guanins aus dem Hydrolysat bloß durch eine weitgehende Abweichung 
in der chemischen Beschaffenheit zu erklären ist. Die außerordentlich 
geringe Menge des gefundenen Thymins hier in Rechnung zu setzen, 
ist wegen der umständlichen Darstellungsweise, bei der mit großen Ver- 
lusten gerechnet werden muß, zwecklos. Hingegen kann man sich, 
gestützt auf die Tatsachen, daß neben Guanin auch Thymin gefunden 


1) Ivar Bang, Zeitschr. f. phys. Chem. 26. 134, 1898/99. 
2) P. A. Levene und J. A. Mandel, diese Zeitschr. 10, 221, 190%, 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 39 
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wurde und der Quotient P: N 1:3,5 beträgt, eine Vorstellung über 
den Bau des Körpers machen. Auf Grund dieses Quotienten muß 
man nämlich auf zwei Phosphorsäuremoleküle, wie ja solche bei dem 
Vorhandensein von zwei Basen anzunehmen sind, sieben Stickstoff- 
atome erwarten. Tatsächlich ist nun die Summe der Stickstoffatome 
in einem Molekül Guanin (C,H,N,O) und einem Molekül Thymin 
(C,H,N,0,) = 7, woraus also mit einiger Wahrscheinlichkeit hervor- 
geht, daß die beiden Basen in äquimolekularen Mengen in unserem 
Körper zu denken sind. 

Dabei muß es natürlich dahingestellt bleiben, ob zwei isolierte 
Mononucleotide oder ein Dinucleotid vorliegen, um so mehr als die 
Elementaranalyse bzw. die empirische Formel zeigt, daß außer den 
Bestandteilen der beiden Mononucleotide noch ein stickstofffreier 
Atomkomplex (Phenolrest?) vorhanden sein dürfte. 

Was die Natur des Kohlehydrats anlangt, so weist die positive 
Bialsche Reaktion auf eine Pentose hin, wie eine solche auch sonst 
in der Guanylsäure gefunden wird. Mit Rücksicht auf den Umstand, 
daß diese Reaktion nicht nur den Pentosen, sondern auch der Glucuron- 
säure zukommt, wurde auch die Tollenssche Naphtho-Resorzinprobe 
ausgeführt. Überraschenderweise ergab diese, was den Farbenton 
anlangt, ein positives Resultat. Das außerdem geforderte spektrale 
Verhalten konnte allerdings nicht festgestellt werden, immerhin müßte 
auf Grund dieses Resultats mit der Anwesenheit von Glucuronsäure 
gerechnet werden. Ein Versuch, die charakteristische p-Bromphenyl- 
hydrazinverbindung der Glucuronsäure darzustellen, ergab kein ein- 
deutiges Resultat, und der Versuch einer quantitativen Bestimmung 
der Kohlehydrate aus dem Reduktionsvermögen des Hydrolysats 
lehrte bloß, daß es selbst durch die geschilderte vorsichtige Hydrolyse 
nicht gelingt, das Kohlehydrat der Substanz auch nur annähernd 
quantitativ unverándert in Freiheit zu setzen. Zu einer Vornahme 
der Bestimmung mittels der Furfurolmethode reichte jedoch unser 
Material nicht aus. 

Mit Rücksicht auf diese Umstände müssen wir es uns versagen, 
auch hier die isolierten Bausteine der empirischen Formel gegen- 
überzustellen. Doch muß hervorgehoben werden, daß die Anwesenheit 
phenolartiger Körper, die im Hydrolysat der Krebsnucleinsáure auf 
Grund dieser Gegenüberstellung vermutet und durch Reaktionen 
festgestellt wurde, sich auch im Hydrolysat der Guanylsäurefraktion 
in deutlichster Weise nachweisen ließ. 

Wenden wir uns nun der Betrachtung des Gesamtbildes des in 
Rede stehenden Körpers zu, so müssen wir als ein wesentliches Moment 
hervorheben, daß wir an einer Stelle, wo bei der Analyse normaler 
Organe das Mononucleotid Guanylsäure erscheint, ein Gemenge oder 
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eine Verbindung finden, die aus einem Guanin- und aus einem Thymin- 
Mononucleotid zusammengesetzt ist. So ungewóhnlich dieser Befund 
im Vergleich mit der Zusammensetzung der Guanylsáure-Fraktion 
normaler Organe erscheinen mag, so lehren doch die Ergebnisse der 
letzten Jahre, die die Nucleinsäurechemie Feulgen* zu verdanken 
hat, diesen Befund — zu einem Teile wenigstens — verstehen. 
Feulgen hat nämlich die interessante Tatsache festgestellt, daß die 
Trennung der Thymonucleinsáure von Guanylsáure keine von Natur 
aus gegebene ist, sondern daß die übliche Darstellung dieser Säuren 
mittels Kalilauge, die auch in dieser Arbeit befolgt wurde, zu einer 
Absprengung der ursprünglichen mit der Nucleinsäure chemisch ver- 
bundenen Guanylsäure führt. Wenn nun diese Auffassung Feulgens 
zutrifft, derzufolge ursprünglicb eine Guanylnucleinsäure vorliegt, 
dann würde sich die Sonderbarkeit des an Stelle der Guanylsäure aus 
Krebsgewebe gefundenen Körpers zum Teil damit erklären, daß durch 
die Kalilauge aus dem großen ursprünglichen Molekül eben nicht bloß 
die Guanylsäure allein, sondern mit ihr das Thyminnucleotid ab- 
gesprengt wird, eine Auffassung, die sich schon durch die Annahme 
unbedeutender Änderungen in der Verkettung der einzelnen Nucleotide 
verständlich machen ließe. 

So hat also die Untersuchung von Nucleinsáure aus Krebs- 
gewebe tatsächlich zu einem Ergebnis geführt, das, wenn es auch in 
seinen Einzelheiten weitgehender Durcharbeitung und Aufklärung 
bedarf, doch ganz unzweifelhaft in dem Sinne spricht, daß bei den 
analysierten Krebsgeschwülsten weitgehende Abweichungen vom Auf- 
bau der normalen Nucleinsäuren vorhanden waren. Es wird Aufgabe 
neuer, mit verbesserter Methodik auszuführender Arbeiten sein, weiteres 
Licht auf diese Probleme zu werfen. Die vorliegenden 1923 unter- 
brochenen Untersuchungen konnten aus äußeren Gründen bisher nicht 
fortgesetzt werden. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Nucleinsäure und Guanylsäure. 
I. Versuch. 


a) Nucleinsäurefraktion. 1kg Lebermetastasen eines Magenkrebses 
wurde zu einem Brei fein verteilt und nach dem von Levene und Jacobs?) 
für die Trennung von Nucleinsäure und Guanylsäure angegebenen Ver- 
fahren verarbeitet. 

Das Verfahren beruht darauf, daß zunächst der Brei mit mehrfachem 
Volumen Wasser versetzt und kurz aufgekocht wird. Hierauf setzt man 
zur Mischung Kaliumacetat und nach Erkalten Kalilauge bis zu einem 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. phys. Chem. 108, 147, 1919. 
2) P. A. Levene und H. Jacobs, diese Zeitschr. 28, 127, 1910. 
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Gehalte von je 5 Proz. und läßt über Nacht stehen. Nach Ausfällung des 
gebildeten Alkalialbuminats mittels Essigsäure und Pikrinsäure fällt auf 
Zusatz einer 20proz. Bleizuckerlósung ein dichter Bleiniederschlag aus, 
der, auf ein Filter gebracht, mehrmals mit warmem Wasser gewaschen und 
schließlich, in siedend heißem Wasser aufgeschwemmt, am Wasserbade mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt wird. Nach Filtration und mehrmaligem 
Waschen des Bleisulfidniederschlages, wobei die Waschflüssigkeit mit. dem 
Filtrate vereinigt wird, engt man das Filtrat im Vakuum bei 60° Lıs 
zur sirupösen Konsistenz ein, nimmt den Rückstand mit wenig warmem 
Wasser auf, filtriert und schlägt aus der klaren Lösung die Nucleinsáure 
durch Zusatz eines mehrfachen Volumens 96proz. Alkohols nieder. 


Das erhitzte Produkt wurde mehrmals aus warmer wässeriger Lösung 
mit 96proz. Alkohol umgefällt, dann mit absolutem Alkohol und Äther 
gewaschen und unter vermindertem Druck bei 107° über P,O, getrocknet. 
Es resultierte eine schwach gelb gefärbte, leicht pulverisierbare Substanz. 
Ausbeute 0,4g. Die Substanz löste sich in Alkalien, Ammoniak und 
warmem Wasser und war unlöslich in organischen Solvenzien und Mineral. 
säuren. Durch Alkohol und Aceton konnte sie aus wässeriger und alkalischer 
Lösung gefällt werden. Sie gab positive Murexidreaktion, positive Reaktion 
nach Molisch-Udransky, positive Reaktion mit fuchsinschwefliger Säure, 
negative Bialsche und negative Biuretreaktion. Nach Veraschung ver- 
blieb eine phosphathaltige Asche. 


5,040 mg Substanz 7,310 mg CO, und 2,020 mg H,O 


5,568 ,, vg 8,095 „ CO, „ 22 ,„ H,O 
3,857 ,, e 0,343 ccm N (25%, 744 mm) 
5,903 ,, e 0,51 » N (24°, 744 „) 
12,033 ,, » 70,2 mg (NH,),PO, . 14 MoO, 
8,825 ,, » 521  ,, (NH,¿)PO,.14 MoO, 
0,0514 g 0,0112 g Asche 


Cao Ha MN wf, On, Ber.: 040,688 H452 N 989  P8,76 
Gef.: C 40,53 H455 N1007  P8,72 


b) Guanylsäurefraktion. Das Filtrat von Bleiniederschlag wurde mit 
Ammoniak versetzt, der entstandene Niederschlag filtriert und mehrmals mit 
warmem Wasser gewaschen. Eine Aufschwemmung des Bleiniederschlages 
in siedend heißem Wasser wurde hierauf am Wasserbade mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, sodann vom Bleisulfid getrennt, dieses mit warmem 
Wasser gewaschen und das mit der Waschflüssigkeit vereinigte Filtrat bei 
40 bis 50° C im Vakuum fast bis zur Trockne eingeengt. Aus dem 
mit wenig Wasser aufgenommenen Rückstand fiel auf Zusatz eines 
mehrfachen Volumens von 96proz. Alkohol ein gelatinöser Niederschlag 
aus, der wiederholt in Wasser gelöst und aus der Lösung mit Alkohol 
niedergeschlagen wurde. Nach Trocknen im Vakuumexsikkator über 
konzentrierter Schwefelsäure resultierte ein goldgelbes sprödes Produkt, 
Ausbeute 0,37g. Die qualitativen Vorversuche ergaben nachstehende 
Resultate: die Substanz ist in kaltem und warmem Wasser, in Alkalien 
und Ammoniak leicht löslich, hingegen unlöslich in Mineralsäuren und 
organischen Solvenzien, ferner ist sie durch Essigsäure, Alkohol und Aceton 
aus wässeriger und alkalischer Lösung fällbar. Sie gibt positive Kohle- 
hydratreaktion nach Molisch-Udranszky, positive Bialsche Probe, positive 
Murexid- und negative Biuretreaktion. Nach Veraschung am Platinblech, 
läßt sie einen weißen Rückstand zurück, der aus Phosphorsäure besteht. 
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Das Produkt wurde vor der Elementaranalyse bei 107% unter vermindertem 
Druck über P,O, getrocknet. 


5,108 mg Substanz 7,815 mg CO,, 2,030 mg H,O 


5,430 ,, 3 8,280 „ CO, 2,095 „ H,O 
6,276 ,, = 0,526 ccm N (22°, 745 mm) 
6,415 ., eh 0,550 „ N (24%, 746 ,, ) 


8,077 ,, % 335 mg (NH, PO, . 14 MoO, 
9,300 ,, » 37,6 ,„ (NH,)PO, . 14 MoO, 
0,0685 g d 0,0116 g Asche 
Co His Na BU, Ber.: C 42,98 H 4,48 N9,75 P6,17 
Gef.: C 43,10 H 4,53 N9,92 P6,15 


2. Versuch. 

a) Nucleinsäurefraktion. 1,8 kg Krebsgewebe (Lebermetastase, 
primárer Tumor in der Gallenblase) nach dem Verfahren von Levene und 
Jacobs verarbeitet, lieferten 0,68 g bei 107% C unter vermindertem Druck 
über P,O, getrockneter Substanz. Die qualitativen Vorversuche wiesen 
auf die Identität mit der bei dem ersten Versuch gewonnenen Substanz hin. 


6,222 mg Substanz 8,820 mg CO, 2,410 mg H,O 


4,284 ,, 2 6,040 „ CO, 1,665 „ H,O 
4,383 ,, Se 0,350 com N (25°, 749 mm) 
3,012 ,) l UU 0,245 „ N (24°, 752 „ ) 
9,750 ,, „ 56,4 mg (NH,)PO,.14Mo0, 
14,202 ,, „ 81,5 » (NH,)PO,.14MoO, 
0,053] g 0,0130 g Asche 


Cis HaNioP¿0O32. Ber.: C 40,68 H 4,52 N 9,89 P 8,76 
Gef.: C 40,72 H 4,58 N 9,64 O 8,84 
b) Guanylsäurefraktion. Darstellungsmethode wie unter Versuch 1. 
Die Substanz lieferte bei den qualitativen Versuchen Resultate, die auf 
die Identität mit der der ersten Darstellung hinwiesen. 


7,446 mg Substanz 11,350 mg CO, und 2,880 mg H,O 


4,565 „ ge 6,920 , CO, ,, 1,800 , H,O 
4,042 ,, Se 0,332 com N (24%, 742 mm) 

6,645 ,, e 0,554 „ N (25% 742 ,, ) 

9,598 ,, Se 39,000 mg (NH,)¿PO, . 14 MoO, 
7,250 ,, S 30,1 » (NH,)PO,.-. 14 MoO, 
0,0584 g = 0,0104 g Asche 


C„H,N;P,O,. Ber.: C 42,98 H 4,48 N 9.75 P 6,17 
Gef.: C 43,23 H 4,56 N 9,66 P 6,26 


3. Versuch. 

a) Nucleinsäurefraktion. Darstellung eines Ammoniumsalzes. 2 kgschwerer 
primärer Lebertumor. Das alkalische Hydrolysat wurde diesmal in Gegen- 
wart von Kaliumacetat durch Neutralisation mit Essigsäure (ohne Pikrm- 
säurezusatz) zunächst enteiweißt und hierauf aus dem Filtrat mit 20 proz. 
Bleizuckerlösung das Bleinucleinat niedergeschlagen. Der Niederschlag 
wurde nun mit Schwefelwasserstoff zersetzt, vom Bleisulfid abfiltriert, 
das Filtrat im Vakuum eingeengt, der Rückstand sodann mit wenig 
warmem Wasser aufgenommen, filtiert und aus dem klaren Filtrat in Gegen- 
wart überschüssigen Ammoniaks das Ammoniumsalz durch Zusatz eines 
mehrfachen Volumens 96proz. Alkohols niedergeschlagen. Nach mehr- 
maligem Umfällen aus wässeriger Lösung und Waschen mit absolutem 
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Alkohol und Äther wurde die Substanz bei 107° über P,O, unter vermindertem 
Druck getrocknet und gewogen. Ausbeute 1,5 g. 

Das Produkt zeigte sämtliche Reaktionen der Nucleinsäure und löste 
sich schon in kaltem Wasser zu einer klaren Lösung auf. 


3,533 mg Substanz 4,935 mg CO, und 1,630 mg H,O 


3,025 ,, 2 4,245 , CO, „ 1,360 „ H,O 
3,164 ,, Be verbrauchten 2,11 ccm n/70 Sáure 
4,856 „ „ ” 3,21 ” n/70 zg 
9,303 ,, » 52,8 mg (NH,)PO, . 14 MoO, 
11,008 ,, Se 61,7 „ (NH,)¿PO,. 14 MoO, 


0,0525 g e 0,0105 g Asche 
Cis Heo Nio Pa Poe UN Hl, Ber.: C 38,81 H 5,13 N 13,21 P 8,36 
Gef.: C 38,67 H 5,15 N 13,45 P 8,29 


b) Guanylsäurefraktion. Ammoniumsalz. Darstellungsweise analog 
dem Ammoniumsalz der Nucleinsäure. Die qualitativen Versuche fielen 
wie bei den Guanylsäuren der vorhergehenden Darstellungen aus. Aus- 
beute 1,6g. Die Substanz ist hygroskopisch. 


3,554 mg Substanz verbrauchten 2,09 cem n/70 Säure 


5,768 „ » (E 3,43 „ n/70 IT 
10,797 ,, 2 44,5 mg (NH,)¿PO, . 14 MoO, 
10,267 ,, 2 43,5 , (NH,),PO,.14MoO, 

0,0642 g 2 0,0091 g Asche 


Co Hi N,P¿0 (NH). Ber.: N 12,13 P 5,97 
Gef.: N 11,85  P6,09 


Hydrolyse der Nucleinsäure. 


0,763 g Krebsnucleinsäure des zweiten Versuchs wurden mit 8 ccm ver- 
dünnter Bisulfitlauge (auf 35 Teile Wasser 15 Teile käufliches NaHSO,) 
aufgenommen und im Einschlußrohr durch 5 Stunden auf 160° erhitzt. 
Aus dem ursprünglich klaren Hydrolysat trat nach dem Erkalten Abschei- 
dung einer farblosen grobflockigen Masse ein. Diese wurde nun auf ein mit 
der Sulfitlauge getränktes, dann mit Wasser ausgewaschenes und bei 100° 
getrocknetes Filter gebracht und nach mehrmaligem Auswaschen des 
Niederschlages bei 100° getrocknet. Ausbeute 0,0792 g = 10,38 Proz. 


Die amorphe Substanz lieferte positive Murexidreaktioh. In wenigen 
Kubikzentimetern siedend heißer 10proz. Schwefelsäure gelöst, schied sich 
beim Erkalten ein dichter Niederschlag von makroskopischen, zu Büscheln 
angeordneten Nadeln aus. Zwecks Reinigung wurde das Produkt aus 
l0proz. siedend heißer Schwefelsäure umkristallisiert, mit Alkohol ge- 
waschen und über konzentrierter Schwefelsäure im Vakuum getrocknet. 


6,443 mg Substanz 6,550 mg CO, und 2,170 mg H,O 
3,458 ,, „ 0,97 ccm N (21°, 744 mm) 
(C,H,N,0O), H¿SO, + 2H,O. Ber.: C 27,52 H 3,70 N 32,11 Proz. 
Gef.: C 27,73 H 3,77 N 31,88 „ 


Das Filtrat von Guanin samt Waschflüssigkeit wurde mit 4 ccm starker 
(1:1) Schwefelsäure versetzt und mit Phosphorwolframsäure (2g auf 
10 ccm H,O) der Rest der Purinbasen ausgefëllt. Der Niederschlag wurde 
nun auf ein Talkfilter gebracht und nach mehrmaligem Auswaschen mit 
phosphorwolframsáurehaltiger l0proz. Schwefelsäure in Wasser aufge- 
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schwemmt, die erwärmte Aufschwemmung mit heiß gesättigter Baryt- 
lösung zersetzt, der abfiltrierte Niederschlag mit heißem Wasser gewaschen, 
die vereinigten Filtrate mittels Schwefelsäure neutralisiert, filtriert und 
im Vakuum bei niedriger Temperatur auf ein geringes Volumen eingeengt. 
Nach Ansáuern mit einigen Tropfen 20proz. Schwefelsäure fiel auf Zusatz 
einer heiß gesättigten Silbersulfatlösung ein körniger weißer Niederschlag 
aus, der sich unter Eiskühlung rasch absetzte. Der Silberniederschlag 
wurde nun mehrmals mit kalt gesättigter Silbersulfatlösung gewaschen 
und dann am Wasserbade mit überschüssigem Ammoniak digeriert. Hier- 
auf wurde mit n-Salzsäure zersetzt. Das salzsaure Filtrat wurde im 
Vakuum mehrmals zur Trockne gebracht, und zwar unter erneutem Wasser-, 
und zum Schluß Alkoholzusatz. Aus der wässerigen Lösung des Rückstandes 
fiel dann auf Zusatz einer gesättigten Natriumpikratlösung ein aus nadel- 
förmigen gelben Kristallen bestehender Niederschlag aus. Dieser wurde 
mehrmals aus heißer wässeriger Lösung umkristallisiert und bei der Tem- 
peratur von siedendem Toluol über P,O, unter vermindertem Druck ge- 
trocknet. Ausbeute 0,154 g. Zersetzungspunkt 281°. 


6,522 mg Substanz lieferten 8,71 mg CO, 1,33 mg H,O 


4,138 „ za „ 5,55 „ CO, 0,87 „ H,O 

3,245 ,, ES 2 (Rb eem N (14°, 748 mm) 

2,360 ,, 5 Ge 0,628 ,, N (15°, 748 mm) 
C¿H¿N;5. GH; (NO,),OH (Adeninpikrat). 

Ber.: C 36,26 H 2,2 N 30,77 Proz. 

Gef.: C 36,51 H 2,32 N 30,96 ,, 


Nach Entfernung des Adeninpikrats wurde aus der zurückbleibenden 
Lösung die Pikrinsäure mittels Salzsäure und Benzol entfernt, hierauf 
die Lösung ammoniakalisch gemacht und mit ammoniakalischer Silber- 
lösung versetzt. Es trat keinerlei Niederschlag ein. Xanthin oder Hypo- 
xanthin waren also nicht vorhanden. 


Im Filtrate nach der oben orwähnten Silbersulfatfällung des Adenins 
wurde nach Entfernung der Schwefelsäure auf Cytosin untersucht. Es 
ließ sich jedoch keine mit Natriumpikrat fällbare Substanz nachweisen. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsäurefällung (s. oben) wurde mit 
Barytlösung neutralisiert und nach Filtration des phosphorwalframsauren 
und schwefelsauren Bariums bei 60° in Vakuum eingeengt. Es trat nach 
Erkalten der Lösung keine Kristallisation ein. Thymin und Urazyl waren 
somit nicht zugegen. 

Auf 50 ccm aufgefüllt, drehte diese Lösung im 1-dm-Rohr — 0,1°. 
Gegenüber Fehlingscher Lösung zeigte sie kein deutliches Reduktions- 
vermögen. Die Lösung wurde dann mit essigsaurem Phenylhydrazin in 
Gegenwart von Natriumacetat längere Zeit am Wasserbade erwärmt 
und hierauf erkalten gelassen. Kristallisation trat nicht ein. Versuche mit 
substituierten Phenylhydrazinen führten ebenfalls.zu keinem Resultat. 


Versuch einer Darstellung von Lävulinsäure. 


0.5g Nucleinsäure wurden mit cem 30proz. Schwefelsäure durch 
3 Stunden unter Rückflußkühlung am Ölbade erhitzt. Das dunkelbraune 
Hydrolysat wurde mit Äther ausgeschüttelt, der Ätherextrakt mit Wasser 
aufgenommen. Die Lösung gab auf Zusatz von Jodjodkalium und Kali- 
lauge keine Jofoformbildung und mit Nitroprussidnatrium und Essigsäure 
keine Violettfärbung. 
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Phenolreaktionen. 


Das Hydrolysat erzeugte mit Millonschem Reagenz Rotfárbung, mit 
verdünnter Eisenchloridlósung Grünfärbung. 


Hydrolyse der Guanylsäurefraktion. 


1,14 g Substanz wurden nach dem bei der Nucleinsäure angegebenen 
Verfahren mit Sulfitlauge aufgespalten. Die Hydrolyse lieferte 0,1653 g 
Rohguanin = 14,5 Proz. Das Produkt zeigte positive Murexidreaktion. 
In heißer verdünnter Schwefelsäure gelöst, lieferte es beim Erkalten der 
Lösung die charakteristischen Kristalle von Guaninsulfat. 


0,0744 g der exsikkatortrockenen Substanz verloren bei 135° über 
P,O, im Vakuum 0,0065 g = 8,74 Proz. 
Ber. für (C,H,N,0),.H,SO,.2H,O = 8,26 Proz. 
4,228 mg der kristallwasserfreien Substanz neutralisierten 7,36 ccm 
n/70 HCl = 1,472 mg N. 
3,325 mg der kristallwasserfreien Substanz neutralisierten 5,75 ccm 
n/70 HCl = 1,15 mg N.. 
(C,H,N,O),H,SO,. Ber.: N 35,0 Proz., 
Gef.: N 34,82 „ 34,59 Proz. 


Im Filtrate von Guanin fiel auf Zusatz von Phosphorwolframsäure 
kein Niederschlag mehr aus. Nach Entfernung der Phosphorwolframsäure 
mit Barytwasser und Einengung des Filtrates im Vakuum schied sich 
nach dem Erkalten eine geringe Menge mikroskopisch kleiner Nadeln aus. 
Da jedoch diesen eine Verunreinigung von amorpher Substanz beigemengt 
war, wurden die Kristalle zwecks Reinigung in 2 ccm warmer n-Natronlauge 
gelöst, hierauf Alkohol bis zur Kristallisation zugegeben. Nach mehrmaligem 
Waschen der Kristalle mit Alkohol wurde die Substanz über konzentrierter 
Schwefelsäure im Vakuum getrocknet. Die Murexidprobe fiel negativ aus. 


3,598 mg Substanz gaben 0,592 ccm N (18°, 751 mm) 


3,406 ,, ds » 0,570 ,, N (18% 751 ,, > 
C,H,N,O,Na. Ber.: N 18,92 Proz. 
Gef.: N 19,07 ,„ 19,28 Proz. 


Das Filtrat von Thyminnatrium wurde hierauf mittels n Salzsäure 
genau neutralisiert, dann auf 100 ccm aufgefüllt. Die Lösung zeigte folgende 
Reaktionen: 

Positive Pentosenreaktion nach Bial, positive Naphtho-Resoreinprobe 
nach Tollens (wobei die Violettfärbung in Äther überging, jedoch das 
Spektrum nicht einwandfrei zeigte), ferner positive Millonsche Reaktion 
und mit Eisenchloridlösung Grünfärbung. 


Die Lösung drehte im l-dm-Rohr 0,1% links. 2ccm dieser Lösung 
(entsprechend 22,8 mg Substanz) verbrauchten nach Bertrand-Michaelis 
1,9 ccm n/100 KMnO,, öntsprechend etwa 2,5 Proz. Pentose (für das Reduk- 
tionsvermögen der Ribose fehlen Standardwerte in der Literatur). Der 
Rest des kohlehydrathaltigen Hydrolysats wurde nun im Vakuum bei 50° 
auf die Hälfte eingeengt und mit wenigen Kubikzentimetern einer 2pro2. 
eisessigsauren Lösung von p-Bromphenylhydrazin längere Zeit am Wasser- 
bade erhitzt. Die Lösung trübte sich beim Erkalten und schied im Elis": 
schrank einen hellgelben Kristallbrei ab. Unter dem Mikroskop: garben- 
förmig gruppierte Nadeln; aus Pyridin-Alkohol mit Wasser mehrmals 
umkristallisiertt Schmelzpunkt 236°. Fp. von C,,H,,O,N,Br 230. 
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Fp. von C,,H,¿0,N, Br, 180 bis 185%. Das Osazon zeigte wie die Ausgangs- 
substanz mit Naphtho-Resorcin eine ätherlösliche Violettfärbung. Bei 
spektraler Beobachtung kein Absorptionsspektrum. In pyridin-alkoholischer 
Lösung kein Drehungsvermögen. 
5,302 mg Substanz lieferten 4,08 mg AgBr 32,75 Proz. Br 
7,433 „ PR a 65,77 „ AgBr 33,04 „ Br 
Ber. für C,;H,¿0¿N, Br, 32,92 Proz. Br. 


Zusammenfassung. 


Drei sehr große Karzinome wurden nach dem Verfahren von 
Levene und Jakobs auf Nucleinsäure und Guanylsäure verarbeitet. 
Die erhaltenen Säuren zeigten in ihrem Aufbau weitgehende Ab- 
weichungen von den analogen Säuren normaler Organe. 


Druckfehlerberichtigung. 


In der Mitteilung von Etelka von Kovdcs-Zorköczy, Beitrag zur 
Sauerstoffabsorption durch Pyrogallol (diese Zeitschr. 162, Heft 1/2, 


S5. 161—168): 

S. 164 soll es am Ende des dritten Absatzes lauten: ,,... und 
wurde nun die Niveaudifferenz abgelesen“, und nicht, wie es im 
Text heißt: ,,... und würde nun die Niveaudifferenz abgeben“. 


Druckfehlerberichtigung. 


In der Mitteilung von Neuberg und Gorr, diese Zeitschr 162, S. 495, 
Zeile 8 von oben, muß es heißen: 


gef.: 33,50 und 33,49 Proz. (statt 30,50 und 30,49 Proz.). 
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